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국문초록 
프락토올리고당(fructo-oligosaccharides, FOS)은 장내 미생물인 
비피도박테리아와 락토바실러스의 생장을 자극하여 장내 균총을 개선할 수 
있기 때문에 건강 기능성 원료로 사용되고 있다. 부티르산(butyric acid)은 
대장 상피 세포의 주요 에너지원으로 장점막의 장벽기능 개선 효과와 
항염증 효과에 대한 연구가 보고된 바 있다. 최근, FOS와 부티르산을 
합성한 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-
FOS)이 만들어졌다. 본 연구에서는 B-FOS가 장내 세균 및 Caco-2 
세포 각각에 의해 분해되거나 이용되는지를 알아보고 B-FOS가 장내 
세균 및 Caco-2 세포의 생장에 미치는 영향을 평가하였다. 이를 위하여, 
B-FOS를 탄소원이 없는 배양 배지에 첨가하여 장내 세균과 Caco-2 
세포를 각각 배양하였다. B-FOS의 이용은 박층크로마토그래피(thin layer 
chromatography, TLC)와 고성능 액체크로마토그래피(high performance 
liquid chromatography, HPLC)를 통해 확인 하였다. 또한, 인산 완충 
용액(phosphate buffer saline, PBS)을 첨가한 대조군과 나트륨 
부티레이트(NaB)를 첨가한 군, FOS를 첨가한 군을 B-FOS를 첨가한 
군과 비교하여 장내 세균과 Caco-2 세포의 생장에 미치는 영향을 
평가하였다. 더불어, Caco-2 세포 단층의 전기저항 값 측정과 
지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)로 자극된 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8) 양을 측정함으로써 B-FOS가 장 
상피세포의 장벽기능 및 항염증반응에 미치는 영향을 분석하였다. 실험 
결과, B-FOS는 다수의 비피도박테리아와 일부 젖산균의 생장을 
유의적으로 증가시켰고, 다수의 프로바이오틱스 균이 아닌 균주(non-
probiotics)는 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 특히, B-FOS가 
첨가되었을 때 최대 OD600 값이 대조군에 비해 약 1.8 배 증가했던 
Bifidobacterium longum BORI의 배양 상등액에서 B-FOS가 
소모되었음을 확인 하였다. 또한, B. bifidum BGN4, B. longum BORI, B. 
ii 
catenulatum KCTC 3221에서 B-FOS의 대사산물로 젖산(lactic acid), 
초산(acetic acid), 부티르산이 검출되었다. 이는 B-FOS가 탄소원으로써 
유익균에 의해 잘 이용될 수 있음을 의미한다. 더불어, B-FOS는 Caco-2 
세포의 증식을 유의적으로 증가시켰고 FOS로 전환되었다. 특히 포도당과 
피루브산이 없는 배지에서 약 1.7 배 세포의 증식을 증가시켰다. 한편, 
Caco-2 세포 단층의 전기 저항값과 LPS로 자극된 HT-29 세포의 IL-8 
생성량은 B-FOS를 처리한 군과 대조군 사이에 유의적인 차이가 없었다. 
B-FOS가 장내 세균과 Caco-2 세포 각각의 배양 상등액, 세포체, 세포 
파쇄액과 직접 반응했을 때, 균은 균체의 세포벽과 세포 내에서, Caco-2 
세포는 세포벽, 세포 내, 외에서 B-FOS를 분해하여 FOS와 부티르산을 
생성함을 확인할 수 있었다. 하지만, B-FOS를 함유한 배지에 장내 세균을 
배양 했을 때 FOS는 확인되지 않았으며, Caco-2 세포를 배양했을 때 
부티르산은 확인되지 않았다. 이를 통해 FOS는 장내 세균에 의해, 
부티르산은 Caco-2 세포에 의해 이용되었음을 유추할 수 있었다. 이는 
B-FOS가 장내 세균의 생장과 Caco-2 세포의 증식을 촉진하는 데 
영향을 미칠 수 있음을 의미한다. 이와 같은 결과에 근거했을 때, 본 
연구는 B-FOS가 대장 내에 도달한다면, 장 내강에 서식하는 균과 장 
상피 세포에 의해 분해되어 FOS와 부티르산으로 전환된 후 유익균의 
생장을 촉진함으로써 장내 미생물 군집의 조절에 대한 역할을 할 수 
있으며 장 상피세포의 에너지원으로써 이용되어 대장의 생리적 기능에 
기여 할 수 있다는 가능성을 제시한다. 
주요어: 프락토올리고당(Fructo-oligosaccharides), 부티르산(butyric 
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사람의 위장(gastrointestinal track, GI) 내에는 수많은 미생물이 군집을 
이루어 서식하고 있으며 이와 같은 집단을 장내미생물무리(enteric 
microbiota)라고 한다 [1]. 이들은 장관 내부의 생태계를 구성하면서 면역 
기능, 소화 및 신진대사에 있어서 중요한 역할을 하기 때문에 정상적인 위
장의 생리와 기능에 필수적이다 [2]. 사람의 장내미생물무리는 환경 변화
에 상당히 저항적이지만 항생제, 스트레스, 식이 혹은 특정 질병 등과 같은 
요인은 장내미생물무리의 변화를 초래한다 [3]. 장내미생물무리의 구성과 
기능의 변화를 디스바이오시스(dysbiosis)라고 하며 가장 일반적인 정의는 
비피도박테리아, 락토바실러스와 같은 유익균과 Escherichia coli와 같은 
유해균의 불균형을 말한다 [4, 5]. 이러한 불균형은 자가 면역 질환, 염증
성 장 질환, 비만 등과 같은 다양한 질병들과 직간접적으로 연관되어 있다
고 알려져 있다 [6]. 
프로바이오틱스(probiotics)는 사람의 장내미생물무리의 균형을 유지시킴
으로써 유익한 작용을 하는 살아있는 미생물을 의미한다 [7]. 이들은 단쇄
지방산(short chain fatty acids, SCFA)의 생산에 의한 장내 pH 감소 및 
장내 영양소와 장벽 부착 부위에 대한 경쟁을 통해 유해균의 생장을 저해
한다 [8]. 또한, 면역 활성화 작용, 유당불내증의 경감 등 인체에 유익한 
기능을 한다고 알려져 있다 [9]. 프로바이오틱스로 사용되고 있는 대표적
인 미생물로는 비피도박테리아와 젖산균(lactic acid bacteria, LAB)에 속
하는 균이 있다 [10]. 젖산균은 탄수화물을 발효시켜 젖산을 생성하는 균
으로 Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc과 같은 속이 포함된다 
[11]. 한편, 비피도박테리아는 다양한 올리고당을 에너지원으로써 이용하
는 균이며 육탄당을 젖산이나 초산으로 바꾸는 과정에서 과당-6-인산포
스포케톨라아제(fructose-6-phosphate phosphoketolase)라는 효소가 
작용하고 발효 과정에서 기체를 생성하지 않는다는 독특한 특징을 가지고 
있다 [12]. Actinobacteria 강 Actinobacteria 목에 속하는 비피도박테리
２ 
움(Bifidobacterium)의 계통 분류 차이를 고려하여 본 연구에서는 젖산균
(LAB)과 비피도박테리아를 구분하였다 [13]. 
프리바이오틱스는 사람에 의해 소화되지 않으며 장내 미생물에 의해 선
택적으로 발효되어 이들의 성장과 대사 변화를 조절함으로써 숙주의 건강
에 도움을 주는 물질을 의미한다 [10]. 그중 하나인 프락토올리고당
(fructo-oligosaccharides, FOS)은 설탕에 과당분자가 ß-1, 2로 결합한 
형태의 올리고당이다 [14]. FOS는 락토바실러스와 비피도박테리아에 의해 
발효가 가능하며 FOS의 섭취는 비피도박테리움과 락토바실러스 종들을 증
가시킨다고 알려져 있다 [15-18]. 동물 실험에서는 쥐가 2 주, 8 주, 27 
주 동안 저섬유질의 음식을 섭취하였을 때 보다 같은 식이에 9%의 FOS
를 포함한 음식을 섭취하였을 때 락토바실러스가 증가했다고 보고된 바 있
다 [19]. 또한, 임상 시험에서는 건강한 사람에게 매일 5 g의 FOS를 섭취
하게 했을 때 비피도박테리아가 증가한 결과를 보였다 [20]. 하지만, FOS
는 Clostridium butyricum, Enterobacter cloacae 및 병원성 Escherichia 
coli 균주 등 다른 장내 미생물 및 유해균에 의해서도 대사될 수 있음이 
밝혀졌다 [13, 21, 22]. 또한, FOS의 섭취가 쥐에서 Salmonella의 전좌
(translocation)를 증가시키며 특정한 경우에 FOS가 숙주에게 악영향을 
줄 수 있다는 연구 결과가 보고 된 바 있다 [23]. 이러한 선행연구의 결과
들에 의하면 FOS는 장내 프로바이오틱스 균주를 증가시켜 사람에게 유익
한 작용을 할 수 있지만, 장내 FOS의 대사가 가능한 유해균 및 프로바이
오틱스 균이 아닌 균주(non-probiotics)에 의해 역효과가 나타날 수도 있
음을 알 수 있다. 
한편, 장내 미생물의 발효 산물 중 하나인 부티르산은 단쇄지방산에 속하
며 장 내에서 대장세포의 증식과 세포사멸, 위장관의 운동성(motility) 및 
장내미생물무리의 구성에 중요한 조절자로서 역할을 한다고 알려져 있다 
[24]. 하지만, 부티르산은 불쾌한 냄새 때문에 다른 지방산에 비해 항균작
용의 관점에서는 관심을 덜 받아왔다. 선행 연구에 의하면 부티르산은 pH
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가 4.5와 5인 환경에서 Escherichia coli, Enterococcus faecalis 등 미생
물의 생장을 저해하거나 완전히 저지한다고 보고되었다 [25]. 이와 함께, 
부티르산은 대장 상피세포의 주요 에너지원으로써 사용되며 장 상피세포의 
투과성을 감소시키고 치밀이음부(tight junction) 단백질, 뮤신(mucin) 등
의 생성을 자극하여 외부로부터 침입하는 항원에 대한 장벽 기능을 향상시
킨다 [14, 26, 27]. 더불어 면역반응과 관련된 사이토카인(cytokine) 분비
를 조절하는 항염증 기능에 관여한다고 보고된 바 있다 [6]. 이뿐만 아니
라, 부티르산은 대장에서 중요한 음이온으로서도 작용하여 전해질의 흡수 
조절을 통해 설사성 장애를 예방할 수 있으며 과민성 대장 증후군 및 염증
성 장 질환에 치료 효과를 나타내는 것으로 보고되었다 [24, 28]. 하지만 
선행 연구에 의하면 섭취를 통한 단쇄지방산은 장쇄지방산(long chain 
fatty acids)과 달리 물에 대해 높은 용해도를 가지고 있어 소화관의 상부
에서 확산과 능동수송을 통해 빠르게 흡수되기 때문에 대장에서의 긍정적 
효과를 보기 어렵다고 알려져 있다 [29]. 이에 따라 부티르산은 섭취했을 
때보다 관장했을 때 염증성 장 질환에서 유의적인 개선 효과가 나타난 것
으로 보고되었다 [30, 31]. 하지만, 자극적인 냄새를 가지고 있는 순수한 
부티르산의 임상적인 유용성은 여전히 한계점을 가지고 있어 부티르산을 
캡슐화 또는 에스테르화된 전구체(tributyrin) 등 다양한 형태로 제조하여 
동물 및 사람에게 적용하려는 연구가 시도되고 있다 [32, 33]. 
최근, 이러한 FOS와 부티르산을 합성한 부티릴 프락토올리고당
(butyryl-fructooligosaccharides, B-FOS)이라는 신규 물질이 만들어졌
다. B-FOS는 FOS와 부티르산 각각의 단점을 보완하여 장 내에서 다양한 
역할을 할 것이라고 기대된다. 하지만, B-FOS의 작용에 대하여 아직 보고
된 바가 없다. 따라서 본 연구는 B-FOS에 대한 첫 번째 연구로서 장내 
세균과 장 상피세포에 의한 B-FOS의 이용을 확인하고 B-FOS가 장내 
세균 및 장 상피세포의 생장에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다.  
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2. 재료 및 방법 
2.1 재료 
2.1.1 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-
FOS)의 출처 
B-FOS는 ㈜비피도(Hongcheon, Korea)에서 제조된 것을 공급받았다. 
2.1.2 박테리아 균주와 배양 조건 
본 연구에서 사용된 박테리아 균주는 Table 1에 나타내었다. 모든 
균주는 서울대학교 식품 미생물 연구실로부터 제공되었다. 비피도박테리아 
8 개 균주와 젖산균인 락토바실러스 균주 4 개, Lactococcus lactics 
subsp. lactis KCTC 2013, Streptococcus thermophilus KCTC 3779는 
0.05%(w/v)의 L-cysteine·HCl이 첨가된 de-Mann-Rogosa-Sharpe 
broth(MRS) (Difco, Detroit, USA) 에서 37℃, 18 시간 마다 2 회 
계대배양 후 사용하였다. 그 외 균주는 brain-heart infusion broth(BHIB) 
(Difco)에서 같은 배양 조건으로 계대배양 후 사용하였다. 
５ 
Table 1. List of the experimental bacterial strains 
Test strains Abbreviation 
Bifidobacteria  
Bifidobacterium bifidum BGN4 B. bifidum BGN4 
B. longum BORI B. longum BORI 
B. catenulatum KCTC 3221 B. catenulatum 
B. animalis KCTC 3219 B. animalis 
B. adolescentis KCTC 3216 B. adolescentis 
B. longum subsp. longum RD47 B. longum RD47 
B. longum RD72 B. longum RD72 
B. thermophilum KCCM 12097 B. thermophilum 
Lactic acid bacteria  
Lactobacillus casei KFRI 699 L. casei 
L. acidophilus KCTC 3168 L. acidophilus 
L. plantarum KFRI 708 L. plantarum 
L. delbruekii subsp. bulgaricus KCTC 3635 L. bulgaricus 
Lactococcus lactics subsp. lactis KCTC 2013 L. lactis 
Streptococcus thermophilus KCTC 3779  S. thermophilus 
Non-probiotic bacteria  
Listeria monocytogenes ATCC 10115 L. monocytogenes 
Staphylococcus aureus ACTC 6358 S. aureus 
Escherichia coli KCTC 1039 E. coli 
Clostridium butyricum KCTC 1871 C. butyricum 
Enterococcus faecalis KCTC 3511 E. faecalis 
Prevotella intermedia KCTC 5694 P. intermedia 
Clostridium ramosum KCTC 3323 C. ramosum 
Escherichia coli DH 5α E. coli DH 5α 
Clostridium perfrigens KCTC 3269 C. perfrigens  
Bacteroides thetaiotaomicron KCTC 5015 Bac. Thetaiotaomicron 
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2.1.3 세포 배양 
모든 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 사람의 대
장암 세포주인 Caco-2(KCLB 30037.1) 세포와 HT-29(KCLB 30038) 
세포는 10%(v/v) 우태아 혈청과 100 U/mL 페니실린, 100 ㎍/mL 스트렙
토마이신이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, 4.5 
g/L 포도당)에서 37℃, 5% CO2 환경을 유지하며 5% CO2 세포배양기
(MCO-18AIC, Sanyo, Tokyo, Japan)에서 배양되었다. 인체 위암 세포주
인 AGS 세포(KCLB 21739)는 RPMI-1640(Gibco BRL, Grand Island, 
NY, USA) 배지를 사용하여 Caco-2 세포와 같은 조건으로 배양하였다. 
2.1.4 화학 물질 및 시약 
모든 화학물질 및 시약은 시그마 알드리치(Sigma, St. Louis, MO, USA)
에서 구입하였으며, 아닌 경우에는 구체적으로 명시하였다. 
2.2 B-FOS의 정제 및 준비 
B-FOS의 정제는 합성흡착제인 Diaion HP20(Mitsubishi, Tokyo, Japan)
을 사용하여 컬럼 크로마토그래피를 수행하였다. 50 × 5 cm의 Glass 
Econo-Column(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 정량의 Diaion HP20
을 충전한 후 에탄올 용액과 3차 증류수로 세정하였다. 정제되지 않은 B-
FOS 용액을 3차 증류수로 4 배 희석하여 로딩한 후 0-70%(v/v) 농도의 
에탄올 수용액으로 용리하였다. 0-20%(v/v) 에탄올 수용액에 용리된 용
액은 제외하고 30-70%(v/v) 에탄올 수용액에 용리된 부분을 수집했다 
[13]. B-FOS의 정제는 박층크로마토그래피(TLC)로 확인하였다. 전개 용
매로는 1-프로판올/3차 증류수/에틸 아세테이트(7:2:1, v/v)로 하여 정제
된 B-FOS를 실리카겔 플레이트 60 F254(Merck, Darmstadt, Germany)
에 점적했다. 발색시약으로 황산/에탄올(1:9, v/v) 용액을 플레이트에 분무
한 후 110℃ 건조 오븐에서 10 분 동안 가열하였다 [34, 35]. 이후의 실
험에서 사용된 TLC는 모두 이와 같은 방법으로 수행하였다. 정제된 B-
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FOS는 고속진공농축기 ScanSpeed 40(Labogene, Lynge, Denmark)로 
농축하여 동결 건조기(Ilshin biobase, Yangju, Korea)로 동결 건조 시켰
다 [13].  
2.3 산성 및 열처리 조건에서 B-FOS의 변화 
 산성 조건에서의 B-FOS 분해 여부 확인을 위해 1 N 염산 용액으로 pH
가 2, 3, 4로 조정된 인산 완충 용액(phosphate buffer saline, PBS) (900 
㎕)과 10%(w/v) B-FOS 용액(100 ㎕)을 실온에서 30 분, 1 시간, 3 시
간 반응 시켰다. 열에 의한 분해 여부를 확인하기 위한 방법으로는 
1%(w/v)의 B-FOS 용액 1 mL를 끓는 물에 15 분 열처리 하여 분해 여
부를 확인하였다. B-FOS의 분해 여부는 TLC를 통해 확인하였다. TLC 
조건은 B-FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였다. 
2.4 B-FOS가 장내 미생물 생장에 미치는 영향 
나트륨 부티레이트(sodium buyrate, NaB), 프락토올리고당(FOS), 부티
릴 프락토올리고당(B-FOS), 포도당(glucose)이 장내 세균의 생장에 미
치는 영향을 알아보기 위하여, Louise et al. [36] 에 서술된 방법을 변형
하여 수행하였다.  
2.4.1 실험 배지 제조 
균 생장 실험에 사용된 기본 배지는 당이 없는 BHIB(MB Cell, Los 
Angeles, CA, USA)이다. 기본 배지에 PBS와 NaB, FOS(BIFIDO), 포도
당을 각각 첨가하여 B-FOS를 첨가한 배지와 비교하였다. NaB, FOS, B-
FOS, 포도당은 멸균된 3차 증류수로 10%(w/v) 용액을 만든 후, 0.2 μm 
멤브레인 필터(Pall Corporation, Michigan, USA)로 여과 후 사용하였다. 
멸균된 당이 없는 BHIB에 각 물질의 농도가 1%, 0.5%(w/v)가 되도록 제
조한 뒤 96-well 플레이트에 198 ㎕씩 분주하였다 [13]. 
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2.4.2 미생물의 생장곡선 측정 
활성화된 균의 배양 배지에 있는 포도당 혹은 다른 탄소원을 제거하기 
위해, 배양균을 원심분리(15,000 × g, 5 분)하고 상등액을 버린 후 가라
앉은 균체를 PBS(pH 7.4)로 2 번 세척 하였다 [35]. PBS에 풀어진 균 
현탁액을 96-well 플레이트의 각 배지에 2 ㎕씩 접종한 후 Whitley jar 
gassing system(Don Whitley Scientific, Shipley, UK)을 사용하여 혐기 
상태로 37℃에서 24 시간 동안 배양하였다. 균의 증식은 배양액의 광학 
밀도(optical density, OD) 값으로 확인하였으며 microplate 
reader(BioRad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 600 nm에서 측정한 후 
생장 곡선을 그렸다. 균의 생장은 물질의 농도가 1%(w/v)일 때 최대 
OD600 값을 비교하여 분석하였다 [37]. 균을 접종하지 않은 배지를 blank
로 설정하였고 3 번 실험을 반복하여 평균으로 나타내었다 [13]. 배양된 
균의 배양 상등액은 이후 실험에 사용하기 위해 수집 하였다. 
2.5 박층크로마토그래피(thin layer chromatography, TLC)와 고성능 액
체 크로마토그래피(high performance liquid chromatography, HPLC)를 
통한 장내 균의 B-FOS 이용 확인 
2.5.1 균 배양액의 TLC 및 HPLC 
B. longum BORI, E. faecalis의 배양액을 TLC로 분석하여 균에 의해 소
비된 탄소원을 비교하였다. TLC 조건은 B-FOS 정제에서 사용된 조건과 
동일하였다. 또한, 대사산물의 분석을 위하여 B. longum BORI, E. faecalis, 
B. bifidum BGN4, L. casei, B. catenulatum, E. coli, B. longum RD47의 
배양 상등액을 HPLC로 분석하였다. 젖산(lactic acid)과 초산(acetic 
acid), 부티르산(butyric acid)의 생성 여부를 확인하였으며 외부 표준물질
들을 시료와 같은 조건에서 분석하여 각각 4 가지 농도에서 검량곡선을 
작성하였다. 대조군은 균을 넣지 않은 배지로 설정하였다. YL9100 HPLC 
system(Younglin, Anyang, South Korea)이 사용되었고 Aminex HPX-
87H column, 300 × 7.8 ㎜ column(Bio-rad, California, USA)을 사용
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하였다. 이동상으로는 5 mM 황산이 사용되었고 유속은 0.6 mL/min, 컬럼 
온도는 50℃로 유지하였다. 모든 배양액은 PVDF Acrodisc syringe 
filter(0.2 μm, 13 mm, Pall Corporation, Michigan, USA)로 여과하고 




Table 2. Conditions of HPLC for analysis of lactic acid, acetic acid, and 
butyric acid 
Instrument YL9100 HPLC system 
Column Aminex HPX-87H column 300 × 7.8 ㎜ 
Mobile phase 5 mM H2SO4 
Flow rate 0.6 mL/min 
Temperature 50℃ 
Detection Refractive Index(RI) 
Injection volume 20 ㎕ 
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2.5.2 B-FOS와 균 배양액, 균체, 균체 파쇄액의 반응 
균에 의한 B-FOS의 분해 여부를 확인하기 위해 사용된 균주는 B. 
bifidum BGN4, L. casei, E. faecalis이다. 균 현탁액은 원심 분리하여 균
체와 배양액을 분리하였다. 균체는 PBS로 2회 세척한 후 PBS에 현탁한 
현탁물을 사용하였다. 균체 파쇄액은 PBS에 현탁한 현탁물을 초음파 파쇄
기(Qsonica, Newtown, CT. U.S.A)로 5 분 간격으로(amp 38%) 10 분 
동안 파쇄한 후 원심분리(15,000 × g, 10 분)하고 상등액을 균체 파쇄액
으로 사용하였다. 대조군은 균이 들어가지 않은 그룹으로 설정하였다. 균 
배양액, 균체 현탁액, 균체 파쇄액(180 ㎕)을 각각 10%(w/v)의 B-FOS, 
FOS 용액(20 ㎕)과 1 시간 동안 37℃에서 반응 시킨 후 끓는 물에 10 
분 가열하여 반응을 중지시켰다. TLC를 통해 반응 전 후 결과를 비교했으
며 부티르산의 분해 여부는 HPLC를 이용하여 분석하였다. TLC 조건은 
B-FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 
동일하였다. 
2.6 B-FOS가 장 세포의 증식에 미치는 영향 
높은 농도(4.5 g/L)의 포도당을 함유한 Caco-2 세포의 표준 배양 배지
에서 세포 생장의 에너지원으로써 포도당이 주로 사용되는 현상을 배제하
기 위해 포도당이 없는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 배지를 사용하여 높은 농도의 포도
당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재하는 조건일 때와 세포의 생장을 비교하였
다 [38].  
2.6.1 실험 배지 제조 
NaB, FOS, B-FOS는 PBS로 10%(w/v)용액을 만든 후, 0.2 μm 멤브
레인 필터로 여과하였다. 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브산이 함유
된(Glu+Pyr+) DMEM 배지와 함유되지 않은(Glu-Pyr-) DMEM 배지에 
NaB, FOS, B-FOS가 각각 0.005-0.06%(w/v)가 되도록 제조한 후 실험
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에 사용하였다. 
2.6.2 Trypan blue 색소 배제법(dye exclusion assay)을 통한 
Caco-2 세포의 수 측정 
25 ㎠ 플라스크(SPL Life Science, Pocheon, South Korea)에 5 × 105 
세포로 1.5 mL씩 접종하고 50%의 융합성(confluent)을 보일 때까지 
37℃, 5% CO2 세포 배양기에서 3 일 동안 배양하였다. 이후 0.005-
0.06%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS가 첨가된 배지로 교체 후 같은 조건에
서 4 일 동안 배양하였다. 배양 상등액은 실험에 사용하기 위해 수집했고 
부착 세포는 PBS로 2 회 세척하고 trypsin/EDTA를 처리하여 세포를 플
라스크에서 분리하였다. 분리된 세포는 0.4% trypan blue 용액으로 염색
하여 hematocytometer(Marienfeld-Superior, Berlin, Germany)로 살아 
있는 세포의 수를 측정하였다 [39]. 대조군은 PBS를 첨가한 배지로 설정
하였고 3 번 실험을 반복하여 평균으로 나타내었다. 
2.7 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 및 분해 여부 
2.7.1 Caco2 세포 배양액의 TLC 및 HPLC 
수집한 Caco-2 세포 배양액을 TLC로 분석하여 소비된 탄소원을 확인
했고 HPLC를 통해 부티르산의 존재 여부를 조사하였다. TLC 조건은 B-
FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 동
일하였다. 
2.7.2 B-FOS와 세포 배양액, 세포, 세포 파쇄액의 반응 
Caco-2 세포에 의한 B-FOS의 분해 여부를 확인하기 위하여 일반 배
지에서 배양된 Caco-2 세포의 배양 상등액을 세포 배양액으로 사용했다. 
세포 현탁액은 trypsin/EDTA를 처리하여 분리된 세포를 PBS로 2회 세척
하고 PBS에 현탁한 현탁물을 사용했고 현탁물을 초음파 파쇄기를 이용하
여 4 분 간격으로(amp 25%) 8 분 동안 파쇄해 원심분리 후 얻은 상등액
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을 세포 파쇄액으로 사용하였다. 세포 배양액, 현탁액, 파쇄액(450 ㎕)은 
10%(w/v) FOS, B-FOS(50 ㎕)와 3 시간 동안 37℃에서 반응시켰다. 분
해 여부는 TLC를 통해 반응 전과 후를 비교했으며 HPLC를 이용하여 B-
FOS로부터 부티르산의 분해 여부를 분석하였다. TLC 조건은 B-FOS 정
제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 동일하였다. 
2.8 MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석에 의한 세포 생존율 측정 
B-FOS로 유도되는 세포독성을 확인하기 위해 MTT 분석을 실시하였다. 
Caco-2 세포를 96-well 플레이트에 well 당 2,000 세포의 농도로 100 
㎕씩 분주하여 48 시간 동안 37℃, 5% CO2 세포 배양기에서 배양하였다. 
이 후 기존 배지를 제거하고 0.02-0.1%(w/v) 농도의 NaB, FOS, B-
FOS가 첨가된 배지(180 ㎕)로 교체하고 24 시간, 48 시간, 72 시간 동안 
배양하였다. 배양 완료 후 5 mg/mL MTT 용액(20 ㎕)을 각 well에 가하
여 다시 4 시간 동안 반응시킨 후 상등액을 제거하였다. 형성된 결정은 
dimethyl sulfoxide(DMSO) (100 ㎕)를 가하여 용해시키고 570 nm에서 
microplate spectrophotometer를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 세포 생
존율은 물질을 처리하지 않은 대조군에 대한 백분율로 산출하였고 4 번 
실험을 반복하여 평균을 나타내었다 [40]. 
2.9 전기 저항값(Trans-Epithelial Electrical Resistance, TEER) 측정 
치밀이음부(tight junction)는 세포 장벽을 형성하는 세포 간 접합으로 
치밀이음부(tight junction)의 이온 투과성은 일반적으로 세포 단층의 
TEER을 측정하여 확인한다 [41]. Caco-2 세포를 12-well transwell 
system 플레이트에 1.5 × 106 세포의 농도로 상층부(apical chamber)에 
0.5 mL씩 분주하고 하층부(basal chamber)에 배지 1.5 mL를 분주하였다. 
37℃에서 5% CO2 세포배양기에서 3 일 동안 배양한 후 0.02, 
0.08%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS가 포함된 배지로 바꿔주었고 
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대조군으로 PBS를 넣은 배지를 사용했다. TEER은 epithelial 
voltohmmeter(Millicell ERS system, Millipore, Bedford, MA, USA)을 
사용하여 4 일 동안 24 시간 간격으로 측정하였다. 세포가 없는 well의 
TEER 값을 blank로 사용하였으며 측정된 값과 플레이트의 면적을 
이용하여 결과 값을 계산하였다. 실험은 3 번 반복하여 평균으로 
나타내었다 [40].  
2.10 지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)를 처리한 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8)의 생성량 측정 
LPS 자극에 의한 IL-8의 생성량에 B-FOS가 미치는 영향을 알아보기 
위해 HT-29 세포를 사용하였다 [42]. 96-well 플레이트에 HT-29 세
포를 1 × 104 세포로 150 ㎕씩 well에 분주하여 37℃, 5% CO2 세포 배
양기에서 24 시간 동안 배양 한 후 LPS(100 ng)와 0.1%(w/v)의 NaB, 
FOS, B-FOS가 포함된 배지로 교환하여 같은 조건에서 배양하였다 [43]. 
처리 물질의 농도는 선행연구를 토대로 HT-29 세포에서 48시간 까지 
NaB에 의해 독성을 나타내지 않는 최대농도인 0.1%(w/v)로 설정하였다 
[44]. 분비된 IL-8의 양은 3 시간, 24 시간, 48 시간 때 각 플레이트의 
배양 상등액을 수집하여 Human IL-8 ELISA kit(eBioscience, San 
Diego, CA, USA)를 이용하여 제조업체로부터 제공된 프로토콜에 따라 측
정하였다. 실험은 3 번 반복하여 평균으로 나타내었다. 
2.11 위장 상피세포주인 AGS 세포의 B-FOS 이용 여부 
 AGS 세포에 의한 B-FOS 분해 여부를 확인하기 위하여 높은 농도의 포
도당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재하는 DMEM배지와 포도당과 피루브산이 
없는 DMEM 배지에 0.06%(w/v)의 FOS와 B-FOS를 첨가하여 AGS 세
포를 37℃에서 5% CO2 세포배양기에서 4 일 동안 배양 하였다. 이후 
TLC를 통해 B-FOS의 분해 여부를 확인하였다. TLC 조건은 B-FOS 정
제에서 사용된 조건과 동일하였다. 
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3. 통계처리  
모든 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 통계분석은 Statistical 
Package for the Social Science(SPSS, Ver. 22.0, SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA)를 사용하였다. 통계처리는 일원분산분석(One-Way Analysis of 
Variance)을 실시하고 유의한 차이가 있는 경우 Duncan ’ s multiple 
range test로 사후 검증 하였으며 Caco-2 세포 단층의 전기 저항값
(TEER)의 경우 최소 유의차 검정(LSD)에 의해 평균간의 유의차를 검정
하였다. 등분산 가정을 충족하지 않은 경우에는 Welch’s test로 분석하고, 
유의한 차이가 있는 경우 Games-Howell test로 사후 검증하였다. 유의수




4.1 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-FOS)의 
정제 결과 
컬럼 크로마토그래피를 이용한 정제과정에서 0-70%(v/v) 에탄올 수용
액에 용리된 물질의 박층크로마토그래피(thin layer chromatography, 
TLC) 결과는 Fig. 1에 나타냈으며 30-70%(v/v) 에탄올 수용액에서 정
제된 B-FOS를 확인하였다. 
4.2 산과 열처리에서 B-FOS의 안정성 
끓는 물에서 15 분 열 처리된 프락토올리고당(fructo-oligosaccharides, 
FOS)과 B-FOS, pH 2-4로 조정된 PBS에서 30 분, 1 시간, 3 시간 노출
된 B-FOS의 TLC분석 결과는 Fig. 2에 나타냈다. 분석 결과, 열 처리된 
FOS와 B-FOS는 TLC 상 변화가 없는 것이 확인되었으며 이 같은 조건
에서 안정한 것으로 보인다. 또한, 산성조건(pH 2-4)에서 B-FOS는 3 




Fig. 1. Determination of butyryl-fructooligosaccharides during 
purification by TLC 
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Fig. 2. Assessment of stability of B-FOS by TLC. FOS and B-FOS 
treated for 10 min in boiling water(A) and B-FOS treated for 30 min, 
1 h, and 3 h under pH 2-4(B). 
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4.3 나트륨 부티레이트(sodium butyrate, NaB), FOS, B-FOS, 포도당이 
장내 세균의 생장에 미치는 영향  
0.5, 1%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS, 포도당이 첨가된 배지에서 균의 생
장 곡선을 측정한 결과는 Fig. 3 - Fig. 5와 같으며 물질의 농도가 
1%(w/v)일 때 14 개 균주의 최대 OD600 값을 Table 3에 나타내었다. 양
성대조군으로서 포함된 포도당은 실험에 사용된 모든 균에 의해 잘 이용되
었다. 탄소원이 없는 기본 배지는 음성대조군으로 포함되었으며 음성대조
군과 NaB가 포함된 배지에 배양된 균은 양성대조군보다 낮은 수준으로 대
부분 잘 생장하지 못하였다. 특히, 음성대조군에서 프로바이오틱스 균이 아
닌 균주(non-probiotics)에 속하는 Staphylococcus aureus(OD600 = 
0.36)와 Clostridium butyricum(OD600 = 0.49)은 1%(w/v)의 NaB가 존
재 할 때, 최대 OD600 값이 각각 0.25, 0.42로 균의 생장이 유의적으로 저
해된 결과를 나타내었다. 비피도박테리아의 생장곡선은 Fig. 3과 같으며 음
성대조군과 비교했을 때 Bifidobacteirum longum RD72와 B. animalis를 
제외한 모든 비피도박테리아 균주는 FOS가 첨가되었을 때 유의적으로 최
대 OD600 값이 높았으며 생장이 촉진되는 결과를 보였다. 한편, B-FOS는 
B. bifidum BGN4, B. longum BORI, B. catenulatum과 B. animalis의 생장
을 유의적으로 촉진했으며 특히 B. bifidum BGN4와 B. longum BORI는 
대조군보다 최대 OD600 값이 약 2 배 높았다. 또한, B. bifidum BGN4와 
B. animalis는 FOS가 존재할 때와 유의적으로 차이가 없었으며 FOS와 같
은 수준으로 B-FOS가 균의 생장을 촉진한 결과를 나타냈다. 젖산균의 생
장 곡선은 Fig. 4에 나타내었다. FOS는 음성대조군에 비해 모든 젖산균의 
생장을 유의적으로 촉진했으며 B-FOS는 Lactobacillus casei, 
Lactococcus lactis와 Streptococcus thermophilus의 생장을 각각 약 3 
배, 1.2 배, 5 배 유의적으로 증가시켰다. Non-probiotic 균주의 생장곡선
은 Fig. 5와 같다. FOS는 S. aureus, Escherichia coli와 Enterococcus 
faecalis를 제외한 대다수의 non-probiotic 균주의 생장을 유의적으로 촉
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진하였다. 반면, B-FOS는 대다수 균주의 생장을 촉진하지 않았으며 음성
대조군과 유의적인 차이가 없었으나 Listeria monocytogenes, Prevotella 
intermedia, C. perfrigens, Bacteroides thetaiotaomicron의 생장은 각각 




Fig. 3. Growth curve of bifidobacterial strains in media containing 
different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) NaB(△), 
FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), FOS(■), 





Fig. 3. Growth curve of bifidobacterial strains in media containing 
different ingredients(continued). Each medium containing 0.5%(w/v) 
NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), 
FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) at 37℃ 
under anaerobic conditions. 
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Fig. 4. Growth curve of lactic acid bacterial strains in media containing 
different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) NaB(△), 
FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), FOS(■), 




Fig. 5. Growth curve of non-probiotic bacterial strains in media 
containing different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) 
NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), 
FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) at 37℃ 
under anaerobic conditions. 
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Fig. 5. Growth curve of non-probiotic bacterial strains in media 
containing different ingredients(continued). Each medium containing 
0.5%(w/v) NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) 
NaB(▲), FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) 
at 37℃ under anaerobic conditions. 
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Table 3. Maximum growth(OD600 nm) of bacteria cultured in media containing different ingredients at 37℃ under 
anaerobic conditions 
 
TRMG represents the time needed in hours to reach the maximum optical density(OD600). The concentrations of PBS, NaB, 
FOS, B-FOS, and glucose are 1%(w/v).  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to determine the statistical differences of the effect 
of the ingredients followed by Duncan’s test after checking for variance homoscedasticity(P < 0.05).  
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4.4 장내 균의 B-FOS 이용 및 분해 
4.4.1 배지의 탄소원 종류에 따른 균 배양 상등액 분석 
탄소원으로써 FOS, B-FOS, 포도당을 각각 포함한 배지에서 배양된 B. 
longum BORI와 E. faecalis의 배양 상등액 TLC 결과는 Fig. 6에 나타냈
으며 균을 접종하여 배양했을 때 균을 접종하지 않았을 때 비해 배양 상등
액에서 탄소원인 FOS, B-FOS, 포도당의 밴드가 없어지거나 밴드의 세기
가 약해지는 결과를 보였다. B-FOS의 경우 E. faecalis보다 B. longum 
BORI를 배양했을 때 밴드의 세기가 더 약해지는 결과를 나타냈다. B. 
longum BORI를 포함하여 B-FOS 배지에서 생장이 촉진됐던 B. bifidum 
BGN4, L. casei, B. catenulatum 균 4 개와 생장이 촉진돼지 않았던 E. 
coli, B. longum RD47, E. faecalis 균 3 개의 배양 상등액에 있는 젖산, 
초산, 부티르산을 고성능 액체 크로마토 그래피(high performance liquid 
chromatography, HPLC)로 확인한 결과는 Table 4에 나타냈다. NaB 배
지에서 배양된 모든 균주의 배양액에서는 부티르산이 검출되었다. 반면, 
FOS와 포도당이 첨가된 배지에서는 모든 균주에서 많은 양의 초산과 젖산
이 검출되었고 초산에 비해 젖산의 양이 더 많았다. B-FOS 배지의 경우 
FOS와 포도당이 첨가된 배지에서 검출되지 않은 부티르산이 E. coli와 B. 
longum RD47을 제외한 모든 균주의 배양 상등액에서 검출되었다. 특히, 
B-FOS에 의해 생장이 촉진됐던 B. bifidum BGN4, L. casei, B. 
catenulatum, Bac thetaiotaomicron의 배양 상등액에서 많은 양의 젖산과 
초산이 검출된 결과를 확인할 수 있었다. 
２８ 
 
Fig. 6. TLC analysis of culture supernatants of B. longum BORI and E. 
faecalis cultured in medium with different carbon source 
 
２９ 
Table 4. Detection of organic acids in culture supernatants of bacteria cultured in media containing different 
ingredients 
 
The number of ‘+’ represents the concentration of organic acid.  
‘-’; not detected, ‘+’; 0.05%(v/v) or less, ‘++’; 0.05%(v/v) - 0.25%(v/v), ‘+++’; more than 0.25%(v/v) 
 
３０ 
4.4.2 B-FOS와 균 배양 상등액, 균체, 균체 파쇄액의 반응 결과 
B. bifidum BGN4, L. casei, E. faecalis의 균체, 균 파쇄액, 균 배양액을 
FOS, B-FOS와 각각 반응 시켜 봄으로써 균에 의한 B-FOS의 분해 여부
를 TLC로 확인한 결과는 Fig. 7에 나타냈다. FOS는 모든 반응에서 반응 
전 후 TLC 상 변화가 없었다(Fig. 7A, B). 한편, 균체와 균 파쇄액을 B-
FOS와 반응 시켰을 때 반응 전에 비해(Fig. 7A) 3 개의 균주에서 모두 
FOS의 밴드가 생성되는 것이 확인되었고 균 배양 상등액과 반응했을때는 
확인되지 않았다(Fig. 7B). HPLC를 통해 부티르산의 검출 여부를 분석한 
결과는 Table 5에 나타내었다. 3 개의 균주 모두 균체와 균 파쇄액이 B-
FOS와 반응했을 때 부티르산이 검출됐지만, 균 배양 상등액과 반응했을 
때는 검출되지 않았다. 또한, 분석된 균에 의하면 이러한 반응은 분석된 모





Fig. 7. TLC analyses of B-FOS hydrolyzed by bacteria. Before the 
reaction of B-FOS with cell suspensions, culture supernatants, and 
cell extracts(A) and after the reaction of B-FOS with cell 
suspensions, culture supernatants, and cell extracts(B). 
３２ 
Table 5. Detection of butyric acid by HPLC after the reaction of B-FOS 
with cell suspensions, culture supernatant, and cell extracts 
 
‘+’; Butyric acid was detected, ‘-’; Butyric acid was not detected 
  
３３ 
4.5. 배지 조성에 따른 Caco-2 세포 생장의 변화 
포도당과 피루브산의 유무에 따라 NaB, FOS, B-FOS를 0-0.06%(w/v)
의 농도로 첨가하여 4 일 동안 배양 한 후 각 물질의 농도에 따른 세포 
수를 센 결과는 Fig. 8에 나타냈다. 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브
산이 존재하는(Glu+Pyr+) 배지에 NaB를 첨가했을 때 0.005%, 0.04%, 
0.06%(w/v)의 농도에서 대조군에 비해 각각 약 30%, 50%, 65%의 세포 
수가 유의적으로 감소하였다(Fig. 8A). 한편, 포도당과 피루브산이 존재하
지 않는(Glu-Pyr-) 경우는 0.005%, 0.02%(w/v)에서 세포 수가 증가하
는 양상을 보였지만 0.04%(w/v)까지 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 
하지만 0.06%(w/v)의 농도에서 대조군보다 35% 감소하여 유의적으로 낮
은 결과를 보였다(Fig. 8B). FOS를 첨가한 배지에서는 Glu+Pyr+배지와 
Glu-Pyr-배지의 경우 모두 대조군과 유의적인 차이가 없었다(Fig. 8C, 
D). B-FOS를 첨가했을 때 Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지는 모두 
0.02%(w/v)까지 대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았으나 0.06%(w/v)
의 농도에서 각각 약 1.5 배, 1.7 배 세포 수가 유의적으로 증가한 결과를 




Fig. 8. Change in the number of Caco-2 cells depending on the 
presence of glucose and pyruvate. The number of Caco-2 cells 
treated with NaB(A, B), FOS(C, D), and B-FOS(E, F).  
‘Glu+Pyr+’ and ‘Glu-Pyr-’ represent media containing glucose and 
pyruvate and media without them, respectively.  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to 
determine the statistical differences of the effect of the concentration 




4.6 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 및 분해 
4.6.1 Caco-2 세포 배양 상등액의 TLC 및 HPLC 
FOS와 B-FOS가 포함된 배지에서 Caco-2 세포를 배양한 후 배양 상
등액을 TLC로 분석한 결과는 Fig. 10과 같다. Glu+Pyr+배지에 존재하는 
포도당 밴드는 배양한 후 모든 배지에서 완전히 사라졌으나 FOS는 
Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지에서 모두 TLC 상 변화가 없었다. B-
FOS가 포함된 Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지의 배양 상등액에서는 
FOS 밴드가 생성됨을 확인하였고 Glu+Pyr+배지 보다 Glu-Pyr-배지일 
때 더 뚜렷한 밴드를 나타냈다. B-FOS 밴드의 경우 Glu-Pyr-배지에서 
다소 사라지는 결과를 볼 수 있었다. 따라서 B-FOS는 Caco-2 세포에 
의해 이용되었음을 확인할 수 있었고 이용 결과 FOS가 생성됨을 확인할 
수 있었다. 배양 후 수집한 세포 배양액과 세포 파쇄액에서 부티르산 존재 
여부를 확인한 결과에서는 두 경우 모두 부티르산이 검출되지 않았다(data 
not shown). 
4.6.2 B-FOS와 Caco-2 세포 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파
쇄액의 반응 결과 
Caco-2 세포의 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파쇄액에 FOS와 B-
FOS를 각각 반응 시킨 후 TLC를 통해 확인한 결과는 Fig. 10에 나타냈
다. FOS는 모든 반응에서 반응 전 후 TLC 상 변화가 없었다. 한편, B-
FOS와 반응시킨 세포 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파쇄액에서 모두 
FOS 밴드의 생성이 확인되었다. HPLC를 통해 B-FOS로부터 부티르산의 
분해 여부를 확인하기 위해 분석한 결과 B-FOS와 반응한 세포 배양액, 






Fig. 9. TLC analysis of the culture supernatants of Caco-2 cells 
cultured for 4 days in media with FOS and B-FOS 
‘Glu+Pyr+(++)’  and ‘Glu-Pyr-(--)’  represent media containing 
glucose and pyruvate and media without them, respectively. 
３７ 
 
Fig. 10. TLC analyses of B-FOS hydrolyzed by Caco-2 cells. Before 
the reaction of B-FOS with cell suspensions, culture supernatants and 
cell extracts(A) and after the reaction of B-FOS with cell 
suspensions, culture supernatants and cell extracts(B). 
  
３８ 
4.7 MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석 
NaB, FOS, B-FOS가 Caco-2 세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 
위해 MTT 분석을 실시하여 세포독성을 확인하였다. Fig. 11A에서 보인 
바와 같이 NaB는 48 시간 후 0.1%(w/v)의 농도에서 세포 생존율이 81
±15%로 유의적으로 감소하였다. 또한, 72 시간 후 0.1%(w/v) 농도에서
는 45±6.9% 까지 유의적으로 감소하였다. 반면, FOS와 B-FOS는 72 시
간 동안 실험된 모든 농도에서 대조군과 유의적인 차이가 나타나지 않았으





Fig. 11. MTT assays of Caco-2 cells cultured in media containing NaB, 
FOS, and B-FOS. Cell viabilities of Caco-2 cells treated with NaB(A), 
FOS(B), and B-FOS(C). 
Data are expressed as means ± SD for n=4. One-way ANOVA followed by 
Duncan’s test was used to test significance of the effect of the concentration 
after checking for variance homoscedasticity(P < 0.05).  
  
４０ 
4.8 전기 저항값(Trans-epithelial electrical resistance, TEER) 측정 
B-FOS가 치밀이음부(tight junction)의 온전성(integrity)에 미치는 영
향을 조사하기 위해 시간에 따른 TEER 값을 측정하였으며 결과는 Fig. 
12에 나타냈다. 0.02%(w/v)의 NaB 처리 후 96 시간 까지 TEER 값은 
유의적으로 증가하는 결과를 보였으며 NaB 처리 후 96 시간 시점에서 
226±43.5 Ω∙㎠으로 모든 군에 비해 유의적으로 가장 높은 값을 나타내
었다(Fig. 12A). 반면, 0.08%(w/v)의 NaB를 처리했을 경우 72 시간 후
부터 모든 군에 비해 유의적으로 낮은 값을 보였다(Fig. 12B). 한편, FOS




Fig. 12. TEER values of Caco-2 cells cultured in media containing NaB, 
FOS, and B-FOS. TER values of Caco-2 cells treated with 0.02%(w/v) 
(A) and 0.08%(w/v) (B) of substances(NaB, FOS and B-FOS).  
Data are expressed as means ± SD for n=3. Statistical analysis was 
performed by one-way analysis of variance(ANOVA) and applying the least 
significant range tests. Asterisk indicates significant difference between 
control and treatment groups(NaB, FOS, and B-FOS) (P < 0.01). 
  
４２ 
4.9 지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)로 자극된 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8)의 생성량  
LPS로 HT-29 세포의 IL-8 생성을 자극했을 때 B-FOS가 미치는 영
향을 확인하고자 ELISA를 실시하였으며 결과는 Fig. 13와 같다. HT-29 
세포에 LPS를 처리한 그룹은 3 시간 후부터 처리하지 않은 그룹에 비해 
유의적으로 IL-8 생성량이 증가하였다. LPS와 0.1%(w/v)의 NaB를 함께 
처리했을 경우 24 시간 후 LPS만 처리한 군에 비해 IL-8 생성량이 약 
2.8 배 유의적으로 감소하였으며, 48 시간 후에는 약 3.5 배 유의적으로 
감소하였다. 반면, 0.1%(w/v) 농도의 FOS와 B-FOS는 처리 후 96시간 




Fig. 13. The production of IL-8 from HT-29 cells cultured in media 
containing 0.1%(w/v) NaB, FOS, and B-FOS  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to 
determine the statistical differences followed by Duncan’s test(P < 0.05).  
  
４４ 
4.10 AGS 세포의 B-FOS 이용 여부 확인 
Glu+pyr+배지와 Glu-pyr- 배지에 FOS와 B-FOS를 첨가하여 AGS 
세포를 4일 동안 배양 한 후 배양액을 TLC로 분석한 결과는 Fig. 14에 
나타냈으며 배양 전후 밴드의 차이가 없는 것을 확인하였다. 따라서 B-
FOS는 대장 상피 세포인 Caco-2 세포와 다르게 위의 상피세포인 AGS 
세포에 의해서는 분해되거나 이용되지 않는 것으로 보인다. 
４５ 
 
Fig. 14. TLC analysis of the culture supernatant of AGS cells cultured 
in media containing FOS and B-FOS 
‘Glu+Pyr+(++)’  and ‘Glu-Pyr-(--)’  represent media containing 




본 연구에서는 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, 
B-FOS)을 탄소원이 없는 brain-heart Infusion broth(BHIB)에 첨가하
여 장내 세균을 배양했을 때, B-FOS가 다수의 비피도박테리아와 일부 젖
산균의 생장을 촉진할 수 있음을 확인하였다. 또한, B-FOS를 탄소원이 없
는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 배지에 첨가하여 
Caco-2 세포를 배양했을 때, Caco-2 세포의 증식을 촉진할 수 있음을 
확인하였다. 일정시간마다 장내 세균 배양액의 흡광도 값을 측정한 결과 
B-FOS가 존재할 때, 유익균 다수의 최대 OD600 값은 탄소원이 없는 대
조군에 비해 유의적으로 높았고 프로바이오틱스 균이 아닌 균주(non-
probiotics)는 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 또한, 프락토올리고당
(fructo-oligosaccharides, FOS)은 실험에 사용된 대다수의 균 생장을 촉
진한 반면 B-FOS는 유해균을 포함한 non-probiotic 균주보다 유익균에 
의해 더 잘 이용되었다. 이는 배양 전 후 상등액에 존재하는 B-FOS와 대
사산물의 분석을 통해서도 확인할 수 있었다. Caco-2 세포의 경우 B-
FOS가 첨가된 배지에서 4일 동안 배양 한 결과 세포 수가 유의적으로 증
가하였다. B-FOS는 포도당과 피루브산이 존재하지 않는 조건에서 더 잘 
이용되었는데 이는 배양 전후 상등액에 존재하는 B-FOS의 분석을 통해 
확인할 수 있었다.  
장내 미생물 대부분은 탄수화물을 발효함으로써 에너지를 얻는 혐기성 
균이며 발효 산물로 유기산을 생성한다 [45]. FOS는 사람의 위와 소장에
서 소화되지 않기 때문에 대장에 도달하여 장내 미생물에 의해 이용될 수 
있는 올리고당(oligosaccharides)으로 장내에서 비피도박테리아와 락토바
실러스의 특정 기질로써 이용된다고 알려져 있다 [46]. 하지만, 그 외의 
장내 세균 또한 FOS에 의해 생장률이 증가되며 FOS를 대사하는 데 필요
한 운반체(transporter)와 효소인 글리코시다아제(glycosidase)의 생성에 
관여하는 유전자를 가지고 있음이 밝혀졌다 [21, 47]. 이는 본 연구에서 
４７ 
탄소원이 없는 배지에 FOS를 첨가하여 장내 세균의 생장을 비교하였을 때 
대다수 균이 잘 생장했던 결과와 일치하며 최대 OD600 값이 대조군에 비해 
유의적으로 높았으므로 대부분의 장내 세균에 의해 잘 이용되는 것으로 판
단된다. 한편, B-FOS는 신규 합성물질로 장내 세균에 의한 이용이 아직 
알려지지 않았다. 따라서 본 연구에서 B-FOS가 첨가된 배지에서 배양된 
장내 세균의 최대 OD600 값을 비교하였으며 그 결과, 다수의 유익균의 생
장은 대조군에 비해 유의적으로 촉진됐지만, 그 외의 대다수 균은 생장에 
유의적인 수준으로 영향을 받지 않음을 보였다. 
이러한 양상을 나타내는 장내 세균이 B-FOS를 분해 및 발효하여 에너
지원으로서 소비하였는지 분석하였다. 발효는 장내 미생물의 대사 작용의 
결과로, FOS는 장내 세균에 의해 분해되어 젖산, 초산 등과 같은 유기산으
로 발효된다 [48, 49]. 본 연구에서는, B-FOS에 의해 생장이 촉진 됐던 
Bifidobacterium longum BORI가, 생장에 유의적인 차이가 없었던 
Enterococcus. faecalis보다 B-FOS를 상대적으로 더 잘 이용했음을 확인
할 수 있었다. 또한, B-FOS에 의해 생장이 촉진됐던 균주의 배양 상등액
에서 젖산, 초산, 부티르산을 확인하였다. 이러한 결과를 통해 장내 세균은 
B-FOS를 대사할 수 있으며, 분해하고 발효함으로써 에너지를 얻어 생장
할 수 있음을 유추 할 수 있었다. 
균에 의한 B-FOS의 가수분해를 좀 더 확인하기 위해 B-FOS를 직접 
균체, 균 배양 상등액 균 파쇄액과 반응시켜보았다. 그 결과, B-FOS가 균
체 또는 균 파쇄액과 반응했을 때 FOS와 부티르산이 생성되었다. 따라서 
B-FOS를 가수분해하는 요인은 균체의 세포벽 혹은 세포 내에 있는 것으
로 사료된다. 선행 연구에 의하면 FOS가 균에 의해 대사되는 분자적인 기
전(mechanism)은 아직 완전하게 규명되지는 않았으나 ATP 결합상자 수
송체(ATP-binding cassette transporter, ABC transporter) 혹은 
phosphotransferase system(PTS)를 통해 세균의 세포 내로 수송된 후 
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세포질에서 ß-1.2 결합을 분해하는 효소인 ß –fructofuranosidase 에 가
수분해되어 과당과 포도당-6-인산이 생성된다고 보고되었다 [50-53]. 
본 연구에서는 B-FOS의 가수분해가 균체 내로 수송된 후 진행된 것인지 
아닌지에 관한 기전은 알 수 없다. 하지만, B-FOS가 첨가된 배지에서 균
을 배양했을 때, 배양 상등액에서 FOS가 확인 되지 않았던 결과를 통해서 
B-FOS의 분해 결과 생성된 FOS는 균이 이용 하였을 것으로 생각된다. 
따라서 B-FOS로부터 생성된 FOS와 부티르산이 균의 생장에 영향을 미
쳤을 가능성을 제시 할 수 있다. 선행 연구에 의하면, 부티르산은 pH가 
4.5와 5.0인 환경에서 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis 균의 생장을 저해하며, 이
는 배지에서 이온화하지 않은 부티르산이 세포로 확산되어 세포질의 산성
화를 초래하고 세포 내에서 부티르산의 재이온화로 생성되는 양성자로 인
해 ATP 합성을 저해함으로써 균의 생장이 억제된 것으로 추정되었다 
[25]. 질병을 일으키는 유해균은 낮은 pH에대한 저항성이 강하지 않으므
로, 산성화를 초래하는 부티르산은 유해균의 생장을 저해할 수 있다 [54]. 
하지만, 프로바이오틱 균주는 낮은 pH에 저항할 수 있기 때문에 [55] 부
티르산에 의한 생장의 저해가 유해균에 비해 나타나지 않을 수 있다. 그러
므로 본 연구에서 B-FOS가 첨가되었을 때 non-probiotic 균주에 비해 
비피도박테리아와 젖산균의 생장이 촉진된 결과에는 B-FOS로부터 분해
된 FOS와 부티르산이 기인했을 것으로 사료된다. 비피도박테리아는 짧은 
올리고당을 세포 내로 효율적으로 흡수(uptake)하는데 특화되어있어 우선
적인 올리고당 대사를 나타내며 세포 외에서 탄수화물을 분해하는 다른 균
들에 비해 경쟁적인 이점을 가진다고 보고된 바 있다 [14]. 따라서 장내 
균이 경쟁적인 환경에 있을 때 혹은 생체 내(in vivo)에서 무리 형태로 존
재 할 때, B-FOS나 FOS를 특정 기질로 삼는 균의 존재는 장내 균의 생
장에 본 연구와는 다른 영향을 미칠 수 있다. 그러므로, 추후 이에 관련한 
추가적인 연구가 필요할 것으로 보인다. 
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부티르산은 장 상피세포의 증식을 촉진하는 효과가 있으며 정상적인 대
장 상피세포에서 산화 가능한 연료로서, 선호되는 주요 에너지원으로 잘 
알려져 있다 [56-58]. 하지만 B-FOS가 대장세포에서 에너지원으로써 
이용되는지는 아직 연구된 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 대장 상피 세
포인 Caco-2 세포를 이용하여 NaB, FOS, B-FOS가 장 세포의 증식에 
미치는 영향을 살펴보았다. 대장암 세포주에서 부티르산은 히스톤 탈아세
틸효소(histone deacetylase, HDAC)를 억제하고 과아세틸화
(hyperacetylation)를 발생시켜 세포의 증식을 억제하고 세포사멸을 유도
한다고 보고되었다 [59]. 하지만, 이는 대체 가능한 에너지원의 존재에 따
라 달라지는데, 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재할 때 부
티르산은 세포 내에 축적되어 세포사멸을 유도하지만 포도당과 피루브산이 
존재하지 않는 조건에서는 낮은 농도의 부티르산은 에너지원으로 이용되어 
Caco-2 세포의 생장을 촉진한다는 결과가 관찰된 바 있다 [38]. 이는 본 
연구에서 NaB를 첨가한 군의 결과와도 일치하였다. 하지만, B-FOS는 
NaB와 달리 세포 수를 감소시키는 현상은 보이지 않았으며, 0.06%(w/v)
의 농도에서 세포 수를 유의적으로 증가시켰다. 이는 B-FOS가 Caco-2 
세포의 에너지원으로써 이용되어 장 상피세포의 증식을 촉진했음을 의미한
다.  
대체 가능한 에너지원의 존재에 따른 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 여
부를 좀 더 확인하기 위해 배양 상등액의 B-FOS를 분석하였다. 그 결과, 
대체 가능한 에너지원이 없을 때 Caco-2 세포에 의해 B-FOS가 상대적
으로 더 잘 이용되었으며 더 많은 양의 FOS로 전환된 것을 확인할 수 있
었다. Caco-2 세포에 의한 B-FOS의 분해 경로를 확인하기 위해 B-
FOS를 직접 Caco-2 세포의 배양 상등액, 세포 파쇄액, 세포 현탁액과 각
각 반응시켰다. 그 결과, Caco-2 세포는 균과 달리 B-FOS의 분해에 관
여하는 요인이 세포벽 혹은 세포내, 외에 있음을 유추할 수 있었다. 또한, 
분해 결과 FOS와 부티르산이 생성되었다. B-FOS가 첨가된 배지에서 
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Caco-2 세포를 배양했을 때 부티르산이 검출되지 않았던 결과와 비교하
여 보면, 배양 시 분해된 부티르산은 배양 과정에서 세포에 의해 이용된 
것으로 사료된다. 
MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석 결과, B-FOS를 처리했을 때 Caco-2 세포의 생존율은 포
도당과 피루브산이 존재하는 조건에서 세포 수를 측정했던 결과와 비슷한 
양상을 보였다. 또한, B-FOS는 72 시간까지 0.1%(w/v)의 농도에서 세포 
독성을 보이지 않았다. 이러한 시간과 농도 조건을 토대로, B-FOS가 
Caco-2 세포의 장벽 기능(intestinal barrier) 및 항염증반응에 미치는 영
향을 살펴 보았다. 치밀이음부(tight junction)가 잘 유지되면 점막이 단단
하게 부착되어 있어 세포와 세포 사이로 흐르는 전류가 세포 사이를 통과
할 때 큰 저항을 발생시키기 때문에 세포 단층의 전기 저항값(trans-
epithelial electrical resistance, TEER) 값이 높게 나타난다 [60]. 부티
르산은 Caco-2 세포에서 TEER 값의 증가를 촉진 시키며 장벽의 기능
(intestinal barrier)을 개선한다고 알려져 있다 [40, 61]. 본 연구에서 
NaB의 처리는 이러한 선행 연구와 일치하는 결과를 보였다. 하지만, B-
FOS와 FOS는 투과 장벽의 역할을 하는 장점막 세포의 치밀이음부(tight 
junction)의 온전성(integrity)에 영향을 주지 않는 것으로 사료된다. 한편, 
부티르산은 세포의 장벽 기능을 개선할 뿐만 아니라, 인터루킨-
8(interleukin-8, IL-8)과 같은 사이토카인(cytokine)의 유전자 발현을 
감소시키는 NF-ĸB의 저해를 통해 항염증 효과를 나타낸다 [62]. 또한, 
부티르산과 같은 단쇄지방산이 IL-8 생성에 미치는 영향은 잘 알려져 있
다 [63, 64]. 선행 연구에서 부티르산은 지질다당류(lipopolysaccharides, 
LPS)로 자극한 사람의 장 상피세포에서 IL-8의 생성과 mRNA의 발현을 
조절하며, IL-8의 하향 조절에 의해 장내 항염증반응에 중요한 역할을 한
다고 보고되었다 [43]. 본 연구에서 NaB의 처리는 선행 연구에서 나타난 
바와 같이 LPS로 유도된 Caco-2 세포에서 IL-8의 생성량을 감소시킴으
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로써 항염증반응을 나타낸 것으로 사료된다. 하지만, FOS와 B-FOS의 처
리는 대조군과 유의적인 차이가 없었으며 IL-8의 발현 조절을 통한 항염
증의 반응조절에 영향을 미치지 않는 것으로 보인다. 본 연구의 Caco-2 
세포를 이용한 실험에서는 B-FOS의 분해가 Caco-2 세포에 의해서만 발
생했음을 고려해 볼 수 있다. 하지만, 사람의 장내 생태계는 대장 상피세포
뿐만 아니라 1013-1014 의 장내 미생물 무리 등과 같은 요소로 구성되어 
복잡한 환경을 나타낸다 [62]. 따라서 사람의 대장에서는 본 연구 결과 확
인된 장내 균에 의한 B-FOS의 분해 또한 함께 발생할 가능성이 있다. 그
러므로 대장에서 B-FOS의 분해 정도와 그에 따라 생성된 부티르산의 농
도가 본 연구와 다를 수 있음을 예상할 수 있다. 이에 따라 생체 내(in 
vivo)에서 장 상피세포의 장벽 기능과 항염증 기능에 미치는 B-FOS의 
영향과 관련된 추후 연구가 필요할 것이라고 생각된다. 
6 명의 건강한 지원자에게 11 일 동안 FOS를 섭취하게 한 결과 89%가 
위와 소장에서 물질대사 되지 않고 대변으로 배출되지 않았으며, 이는 
FOS가 대장의 미생물군에 의하여 완전히 발효된 것을 의미한다 [65]. 또
한, FOS는 그 양에 비례하여 프리바이오틱스 효과를 나타낸다고 보고되었
다 [16]. 본 연구는 생체 외(in vitro) 실험으로서 B-FOS가 산성조건(pH 
2-4)에서 분해되지 않고 위장 상피 세포인 AGS 세포에 의해서 분해되거
나 이용되지 않음을 확인하였지만, 사람의 위장관에서 B-FOS의 소화 및 
흡수 여부는 아직 연구되지 않은 상태이다. 장 상피세포는 장 내강의 미생
물과 장내 조직 사이의 장벽을 이루고 있으며 장내 미생물 무리는 장점막 
표면에 정착하여 점막 조직과 직접적인 접촉을 하고 있다 [66, 67]. 따라
서 만일 섭취된 B-FOS가 사람의 소화 효소에 의해 분해되지 않고 모두 
대장에 도달한다고 가정했을 때, B-FOS는 장내 세균에 먼저 접촉하여 분
해될 가능성을 제시해 볼 수 있다. 하지만, 본 연구에서 B-FOS는 Caco-
2 세포 외에서도 분해 될 수 있음을 확인하였으므로 장 점막에 접촉한 
B-FOS 또한 분해 될 것이라 생각된다. 결과적으로는, 장내 세균과 장 상
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피 세포 모두에 의해서 B-FOS가 분해될 것이라고 예상할 수 있다. 또한, 
장내에서 B-FOS의 분해 정도는 장관의 길이와 장관 내 위치하고 있는 
미생물무리의 종에 따라 차이가 있을 수 있다. 그러므로 생체 내(in vivo)
에서 B-FOS의 대사에 따라 나타나느 인체에 미치는 영향에 관하여 추후 
연구가 필요할 것으로 사료된다.  
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6. 요약 및 결론 
본 연구는 탄소원이 없는 배양 배지에 부티릴 프락토올리고당(butyryl-
fructooligosaccharides, B-FOS)을 첨가하여 장내 세균 및 Caco-2 세포
를 각각 배양한 후 장내 세균과 Caco-2 세포에 의한 B-FOS 이용 여부
를 살펴보았다. 또한 탄소원이 없는 대조군, NaB가 첨가된 군, FOS가 첨
가된 군을 B-FOS가 첨가된 군과 비교하여 장내 세균과 Caco-2 세포의 
생장에 미치는 영향을 파악하고자 하였다. 주요 결과를 요약해보면 다음과 
같다. 
1) B-FOS가 존재할 때 균 배양액의 최대 OD600값은 비피도박테리아와 
젖산균을 포함하는 14 개의 균주 중 4 개의 비피도박테리아와 3 개
의 젖산균 균주에서 대조군에 비해 유의적으로 높았다. 특히, B. 
bifidum BGN4와 B. longum BORI, L. casei, S. thermophilus의 생장
은 약 2-5 배로 높았다. Non-probiotics는 10 개 중 6 개의 균주가 
대조군과 유의적인 차이가 없었다. 또한, S. aureus와 C. butyricum은 
NaB가 존재할 때 최대 OD600 값이 대조군에 비해 각각 0.3 배, 0.14 
배 유의적으로 낮았다. 
2) 균의 배양 상등액에 존재하는 B-FOS는 E. faecalis에비해 B. 
longum BORI 에서 소비되었음을 보였고, B. bifidum BGN4, B. 
longum BORI, B. catenulatum, L. casei에서 B-FOS의 대사산물로서 
젖산, 초산, 부티르산이 검출되었다.  
3) 0.06%(w/v)의 B-FOS가 첨가된 배지에서 배양된 Caco-2 세포의 
수는 대조군에 비해 약 1.5-1.7 배 유의적으로 높았다. 0.06%(w/v)
의 NaB가 첨가된 군의 경우 세포 수가 약 0.3 배 유의적으로 낮았으
며 FOS가 첨가된 군에서는 유의적인 차이가 없었다. 
4) Caco-2 세포의 배양 상등액에 존재하는 B-FOS는 포도당과 피루브
５４ 
산이 존재할 때에 비해 존재하지 않았을 때 더 잘 이용됐음을 보였고, 
배양 결과 FOS가 생성되었다. 하지만 AGS 세포의 배양 결과에서는 
B-FOS의 이용과 FOS의 생성이 확인되지 않았다. 
5) B-FOS의 분해는 균의 경우 균체의 세포벽과 세포 내에서, Caco-2 
세포는 세포벽, 세포 내, 외에서 발생했으며 분해 결과 FOS와 부티르
산이 생성되었다.  
이상의 결과를 통해 신규 합성물질인 B-FOS는 유익균의 생장을 촉진
하며 유익균에 의해 소비되어 대사산물로서 젖산, 초산, 부티르산을 생성함
을 확인할 수 있었다. 반면, 유해균을 포함한 non-probiotic 균주의 생장
에는 영향을 미치지 않음을 확인할 수 있었다. B-FOS는 균체의 세포벽 
혹은 세포 내에서 분해되어 FOS와 부티르산을 생성하는데 이에 따라 생성
된 FOS와 부티르산은 세균의 생장을 저해하거나 촉진하는데 영향을 미쳤
음을 유추할 수 있었다. 또한, B-FOS는 Caco-2 세포의 증식을 촉진하며, 
이는 B-FOS가 Caco-2 세포의 세포벽 혹은 세포 내, 외에서 분해되어 
FOS와 부티르산을 생성하고 생성된 부티르산이 Caco-2 세포의 에너지원
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Utilization of Butyryl-fructooligosaccharides by 
Intestinal Bacteria and Caco-2 Cell and The 
Effects of Butyryl-fructooligosaccharides on the 
Growth of Intestinal Bacteria and Caco-2 Cells 
 
Um Min Hee 
Department of Food & Nutrition 
The Graduate School 
Seoul National University 
Fructo-oligosaccharides(FOS) are widely used as health functional 
food ingredients. They stimulate the growth of bifidobacteria and 
lactobacillus and modify the composition of the intestinal microbiota. 
Butyric acid is a principal energy source of intestinal epithelial cells. It 
may improve the intestinal barrier function and exert anti-
inflammatory activity. Recently, butyryl-fructooligosaccharides(B-
FOS) were synthesized from FOS and butyric acid. This is the first 
study to show the hydrolysis and utilization of B-FOS for the growth 
of intestinal bacteria and Caco-2 cells. For this purpose, B-FOS were 
added to dextrose free brain-heart Infusion broth(BHIB) and 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) without glucose and 
pyruvate to culture bacteria and Caco-2 cells, respectively. The 
availabilities of B-FOS by various bacteria and Caco-2 cells were 
confirmed by thin layer chromatography(TLC) and high performance 
liquid chromatography(HPLC). The effects of B-FOS on the growth 
of bacteria and Caco-2 cells were evaluated by comparing groups 
each containing sodium butyrate(NaB), FOS, and phosphate buffer 
saline(PBS) (as a control) with group containing B-FOS. In addition, 
the integrity of tight junctions in Caco-2 cells was assessed by 
trans-epithelial electrical resistance(TEER) and the production of 
IL-8 in HT-29 cells stimulated by lipopolysaccharides(LPS) was 
measured using enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA). As a 
６３ 
result, B-FOS significantly increased the growth of the most of the 
bifidobacteria and some lactic acid bacteria(LAB). On the other hand, 
the growth of the most of the non-probiotics was similar to that of 
the control. It was confirmed that B-FOS was consumed by 
Bifidobacterium longum BORI, which showed the excellent growth in 
B-FOS medium. Moreover, the lactic acid, acetic acid, and butyric 
acid were detected in the culture media of B. bifidum BGN4, B. longum 
BORI, and B. catenulatum KCTC 3221. This suggests that B-FOS can 
be used as a good carbon source by beneficial bacteria. In Caco-2 
cells, B-FOS were used well for the growth of Caco-2 cells and 
converted to FOS especially in the DMEM without glucose and 
pyruvate. The TEER value of Caco-2 cells and the amount of IL-8 in 
HT-29 cells stimulated by LPS were not affected by B-FOS. When 
B-FOS were directly reacted with each of culture supernatants, cell 
suspensions, and cell extracts of the experimental bacteria and of 
Caco-2 cells, FOS and butyric acid were detected in both the cell 
suspension and cell extract of the bacteria, whereas they were found 
in all of the culture supernatant, cell suspension, and cell extract of 
Caco-2 cells. However, after the incubation of bacteria in the B-FOS 
medium, the FOS were not detected. Also, butyric acid was not 
detected after the incubation of Caco-2 cells in the B-FOS medium. 
This suggests that the FOS and butyric acid can be used by bacteria 
and Caco-2 cells, respectively. It menas that B-FOS can promote the 
intestinal bacterial growth and proliferation of Caco-2 cells. Taken 
altogether, this study suggests that B-FOS may play a role in the 
regulation of intestinal microbiota by promoting the selective growth 
of probiotics and contribute to the physiological functions of intestinal 
epithelial cells as an energy source. 
 
Key words: Fructo-oligosaccharides, Butyric acid, Intestinal epithelial 
cell, Bacterial growth, Butyryl-fructooligosaccharide 
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i 
국문초록 
프락토올리고당(fructo-oligosaccharides, FOS)은 장내 미생물인 
비피도박테리아와 락토바실러스의 생장을 자극하여 장내 균총을 개선할 수 
있기 때문에 건강 기능성 원료로 사용되고 있다. 부티르산(butyric acid)은 
대장 상피 세포의 주요 에너지원으로 장점막의 장벽기능 개선 효과와 
항염증 효과에 대한 연구가 보고된 바 있다. 최근, FOS와 부티르산을 
합성한 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-
FOS)이 만들어졌다. 본 연구에서는 B-FOS가 장내 세균 및 Caco-2 
세포 각각에 의해 분해되거나 이용되는지를 알아보고 B-FOS가 장내 
세균 및 Caco-2 세포의 생장에 미치는 영향을 평가하였다. 이를 위하여, 
B-FOS를 탄소원이 없는 배양 배지에 첨가하여 장내 세균과 Caco-2 
세포를 각각 배양하였다. B-FOS의 이용은 박층크로마토그래피(thin layer 
chromatography, TLC)와 고성능 액체크로마토그래피(high performance 
liquid chromatography, HPLC)를 통해 확인 하였다. 또한, 인산 완충 
용액(phosphate buffer saline, PBS)을 첨가한 대조군과 나트륨 
부티레이트(NaB)를 첨가한 군, FOS를 첨가한 군을 B-FOS를 첨가한 
군과 비교하여 장내 세균과 Caco-2 세포의 생장에 미치는 영향을 
평가하였다. 더불어, Caco-2 세포 단층의 전기저항 값 측정과 
지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)로 자극된 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8) 양을 측정함으로써 B-FOS가 장 
상피세포의 장벽기능 및 항염증반응에 미치는 영향을 분석하였다. 실험 
결과, B-FOS는 다수의 비피도박테리아와 일부 젖산균의 생장을 
유의적으로 증가시켰고, 다수의 프로바이오틱스 균이 아닌 균주(non-
probiotics)는 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 특히, B-FOS가 
첨가되었을 때 최대 OD600 값이 대조군에 비해 약 1.8 배 증가했던 
Bifidobacterium longum BORI의 배양 상등액에서 B-FOS가 
소모되었음을 확인 하였다. 또한, B. bifidum BGN4, B. longum BORI, B. 
ii 
catenulatum KCTC 3221에서 B-FOS의 대사산물로 젖산(lactic acid), 
초산(acetic acid), 부티르산이 검출되었다. 이는 B-FOS가 탄소원으로써 
유익균에 의해 잘 이용될 수 있음을 의미한다. 더불어, B-FOS는 Caco-2 
세포의 증식을 유의적으로 증가시켰고 FOS로 전환되었다. 특히 포도당과 
피루브산이 없는 배지에서 약 1.7 배 세포의 증식을 증가시켰다. 한편, 
Caco-2 세포 단층의 전기 저항값과 LPS로 자극된 HT-29 세포의 IL-8 
생성량은 B-FOS를 처리한 군과 대조군 사이에 유의적인 차이가 없었다. 
B-FOS가 장내 세균과 Caco-2 세포 각각의 배양 상등액, 세포체, 세포 
파쇄액과 직접 반응했을 때, 균은 균체의 세포벽과 세포 내에서, Caco-2 
세포는 세포벽, 세포 내, 외에서 B-FOS를 분해하여 FOS와 부티르산을 
생성함을 확인할 수 있었다. 하지만, B-FOS를 함유한 배지에 장내 세균을 
배양 했을 때 FOS는 확인되지 않았으며, Caco-2 세포를 배양했을 때 
부티르산은 확인되지 않았다. 이를 통해 FOS는 장내 세균에 의해, 
부티르산은 Caco-2 세포에 의해 이용되었음을 유추할 수 있었다. 이는 
B-FOS가 장내 세균의 생장과 Caco-2 세포의 증식을 촉진하는 데 
영향을 미칠 수 있음을 의미한다. 이와 같은 결과에 근거했을 때, 본 
연구는 B-FOS가 대장 내에 도달한다면, 장 내강에 서식하는 균과 장 
상피 세포에 의해 분해되어 FOS와 부티르산으로 전환된 후 유익균의 
생장을 촉진함으로써 장내 미생물 군집의 조절에 대한 역할을 할 수 
있으며 장 상피세포의 에너지원으로써 이용되어 대장의 생리적 기능에 
기여 할 수 있다는 가능성을 제시한다. 
주요어: 프락토올리고당(Fructo-oligosaccharides), 부티르산(butyric 
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사람의 위장(gastrointestinal track, GI) 내에는 수많은 미생물이 군집을 
이루어 서식하고 있으며 이와 같은 집단을 장내미생물무리(enteric 
microbiota)라고 한다 [1]. 이들은 장관 내부의 생태계를 구성하면서 면역 
기능, 소화 및 신진대사에 있어서 중요한 역할을 하기 때문에 정상적인 위
장의 생리와 기능에 필수적이다 [2]. 사람의 장내미생물무리는 환경 변화
에 상당히 저항적이지만 항생제, 스트레스, 식이 혹은 특정 질병 등과 같은 
요인은 장내미생물무리의 변화를 초래한다 [3]. 장내미생물무리의 구성과 
기능의 변화를 디스바이오시스(dysbiosis)라고 하며 가장 일반적인 정의는 
비피도박테리아, 락토바실러스와 같은 유익균과 Escherichia coli와 같은 
유해균의 불균형을 말한다 [4, 5]. 이러한 불균형은 자가 면역 질환, 염증
성 장 질환, 비만 등과 같은 다양한 질병들과 직간접적으로 연관되어 있다
고 알려져 있다 [6]. 
프로바이오틱스(probiotics)는 사람의 장내미생물무리의 균형을 유지시킴
으로써 유익한 작용을 하는 살아있는 미생물을 의미한다 [7]. 이들은 단쇄
지방산(short chain fatty acids, SCFA)의 생산에 의한 장내 pH 감소 및 
장내 영양소와 장벽 부착 부위에 대한 경쟁을 통해 유해균의 생장을 저해
한다 [8]. 또한, 면역 활성화 작용, 유당불내증의 경감 등 인체에 유익한 
기능을 한다고 알려져 있다 [9]. 프로바이오틱스로 사용되고 있는 대표적
인 미생물로는 비피도박테리아와 젖산균(lactic acid bacteria, LAB)에 속
하는 균이 있다 [10]. 젖산균은 탄수화물을 발효시켜 젖산을 생성하는 균
으로 Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc과 같은 속이 포함된다 
[11]. 한편, 비피도박테리아는 다양한 올리고당을 에너지원으로써 이용하
는 균이며 육탄당을 젖산이나 초산으로 바꾸는 과정에서 과당-6-인산포
스포케톨라아제(fructose-6-phosphate phosphoketolase)라는 효소가 
작용하고 발효 과정에서 기체를 생성하지 않는다는 독특한 특징을 가지고 
있다 [12]. Actinobacteria 강 Actinobacteria 목에 속하는 비피도박테리
２ 
움(Bifidobacterium)의 계통 분류 차이를 고려하여 본 연구에서는 젖산균
(LAB)과 비피도박테리아를 구분하였다 [13]. 
프리바이오틱스는 사람에 의해 소화되지 않으며 장내 미생물에 의해 선
택적으로 발효되어 이들의 성장과 대사 변화를 조절함으로써 숙주의 건강
에 도움을 주는 물질을 의미한다 [10]. 그중 하나인 프락토올리고당
(fructo-oligosaccharides, FOS)은 설탕에 과당분자가 ß-1, 2로 결합한 
형태의 올리고당이다 [14]. FOS는 락토바실러스와 비피도박테리아에 의해 
발효가 가능하며 FOS의 섭취는 비피도박테리움과 락토바실러스 종들을 증
가시킨다고 알려져 있다 [15-18]. 동물 실험에서는 쥐가 2 주, 8 주, 27 
주 동안 저섬유질의 음식을 섭취하였을 때 보다 같은 식이에 9%의 FOS
를 포함한 음식을 섭취하였을 때 락토바실러스가 증가했다고 보고된 바 있
다 [19]. 또한, 임상 시험에서는 건강한 사람에게 매일 5 g의 FOS를 섭취
하게 했을 때 비피도박테리아가 증가한 결과를 보였다 [20]. 하지만, FOS
는 Clostridium butyricum, Enterobacter cloacae 및 병원성 Escherichia 
coli 균주 등 다른 장내 미생물 및 유해균에 의해서도 대사될 수 있음이 
밝혀졌다 [13, 21, 22]. 또한, FOS의 섭취가 쥐에서 Salmonella의 전좌
(translocation)를 증가시키며 특정한 경우에 FOS가 숙주에게 악영향을 
줄 수 있다는 연구 결과가 보고 된 바 있다 [23]. 이러한 선행연구의 결과
들에 의하면 FOS는 장내 프로바이오틱스 균주를 증가시켜 사람에게 유익
한 작용을 할 수 있지만, 장내 FOS의 대사가 가능한 유해균 및 프로바이
오틱스 균이 아닌 균주(non-probiotics)에 의해 역효과가 나타날 수도 있
음을 알 수 있다. 
한편, 장내 미생물의 발효 산물 중 하나인 부티르산은 단쇄지방산에 속하
며 장 내에서 대장세포의 증식과 세포사멸, 위장관의 운동성(motility) 및 
장내미생물무리의 구성에 중요한 조절자로서 역할을 한다고 알려져 있다 
[24]. 하지만, 부티르산은 불쾌한 냄새 때문에 다른 지방산에 비해 항균작
용의 관점에서는 관심을 덜 받아왔다. 선행 연구에 의하면 부티르산은 pH
３ 
가 4.5와 5인 환경에서 Escherichia coli, Enterococcus faecalis 등 미생
물의 생장을 저해하거나 완전히 저지한다고 보고되었다 [25]. 이와 함께, 
부티르산은 대장 상피세포의 주요 에너지원으로써 사용되며 장 상피세포의 
투과성을 감소시키고 치밀이음부(tight junction) 단백질, 뮤신(mucin) 등
의 생성을 자극하여 외부로부터 침입하는 항원에 대한 장벽 기능을 향상시
킨다 [14, 26, 27]. 더불어 면역반응과 관련된 사이토카인(cytokine) 분비
를 조절하는 항염증 기능에 관여한다고 보고된 바 있다 [6]. 이뿐만 아니
라, 부티르산은 대장에서 중요한 음이온으로서도 작용하여 전해질의 흡수 
조절을 통해 설사성 장애를 예방할 수 있으며 과민성 대장 증후군 및 염증
성 장 질환에 치료 효과를 나타내는 것으로 보고되었다 [24, 28]. 하지만 
선행 연구에 의하면 섭취를 통한 단쇄지방산은 장쇄지방산(long chain 
fatty acids)과 달리 물에 대해 높은 용해도를 가지고 있어 소화관의 상부
에서 확산과 능동수송을 통해 빠르게 흡수되기 때문에 대장에서의 긍정적 
효과를 보기 어렵다고 알려져 있다 [29]. 이에 따라 부티르산은 섭취했을 
때보다 관장했을 때 염증성 장 질환에서 유의적인 개선 효과가 나타난 것
으로 보고되었다 [30, 31]. 하지만, 자극적인 냄새를 가지고 있는 순수한 
부티르산의 임상적인 유용성은 여전히 한계점을 가지고 있어 부티르산을 
캡슐화 또는 에스테르화된 전구체(tributyrin) 등 다양한 형태로 제조하여 
동물 및 사람에게 적용하려는 연구가 시도되고 있다 [32, 33]. 
최근, 이러한 FOS와 부티르산을 합성한 부티릴 프락토올리고당
(butyryl-fructooligosaccharides, B-FOS)이라는 신규 물질이 만들어졌
다. B-FOS는 FOS와 부티르산 각각의 단점을 보완하여 장 내에서 다양한 
역할을 할 것이라고 기대된다. 하지만, B-FOS의 작용에 대하여 아직 보고
된 바가 없다. 따라서 본 연구는 B-FOS에 대한 첫 번째 연구로서 장내 
세균과 장 상피세포에 의한 B-FOS의 이용을 확인하고 B-FOS가 장내 
세균 및 장 상피세포의 생장에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다.  
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2. 재료 및 방법 
2.1 재료 
2.1.1 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-
FOS)의 출처 
B-FOS는 ㈜비피도(Hongcheon, Korea)에서 제조된 것을 공급받았다. 
2.1.2 박테리아 균주와 배양 조건 
본 연구에서 사용된 박테리아 균주는 Table 1에 나타내었다. 모든 
균주는 서울대학교 식품 미생물 연구실로부터 제공되었다. 비피도박테리아 
8 개 균주와 젖산균인 락토바실러스 균주 4 개, Lactococcus lactics 
subsp. lactis KCTC 2013, Streptococcus thermophilus KCTC 3779는 
0.05%(w/v)의 L-cysteine·HCl이 첨가된 de-Mann-Rogosa-Sharpe 
broth(MRS) (Difco, Detroit, USA) 에서 37℃, 18 시간 마다 2 회 
계대배양 후 사용하였다. 그 외 균주는 brain-heart infusion broth(BHIB) 
(Difco)에서 같은 배양 조건으로 계대배양 후 사용하였다. 
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Table 1. List of the experimental bacterial strains 
Test strains Abbreviation 
Bifidobacteria  
Bifidobacterium bifidum BGN4 B. bifidum BGN4 
B. longum BORI B. longum BORI 
B. catenulatum KCTC 3221 B. catenulatum 
B. animalis KCTC 3219 B. animalis 
B. adolescentis KCTC 3216 B. adolescentis 
B. longum subsp. longum RD47 B. longum RD47 
B. longum RD72 B. longum RD72 
B. thermophilum KCCM 12097 B. thermophilum 
Lactic acid bacteria  
Lactobacillus casei KFRI 699 L. casei 
L. acidophilus KCTC 3168 L. acidophilus 
L. plantarum KFRI 708 L. plantarum 
L. delbruekii subsp. bulgaricus KCTC 3635 L. bulgaricus 
Lactococcus lactics subsp. lactis KCTC 2013 L. lactis 
Streptococcus thermophilus KCTC 3779  S. thermophilus 
Non-probiotic bacteria  
Listeria monocytogenes ATCC 10115 L. monocytogenes 
Staphylococcus aureus ACTC 6358 S. aureus 
Escherichia coli KCTC 1039 E. coli 
Clostridium butyricum KCTC 1871 C. butyricum 
Enterococcus faecalis KCTC 3511 E. faecalis 
Prevotella intermedia KCTC 5694 P. intermedia 
Clostridium ramosum KCTC 3323 C. ramosum 
Escherichia coli DH 5α E. coli DH 5α 
Clostridium perfrigens KCTC 3269 C. perfrigens  
Bacteroides thetaiotaomicron KCTC 5015 Bac. Thetaiotaomicron 
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2.1.3 세포 배양 
모든 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 사람의 대
장암 세포주인 Caco-2(KCLB 30037.1) 세포와 HT-29(KCLB 30038) 
세포는 10%(v/v) 우태아 혈청과 100 U/mL 페니실린, 100 ㎍/mL 스트렙
토마이신이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, 4.5 
g/L 포도당)에서 37℃, 5% CO2 환경을 유지하며 5% CO2 세포배양기
(MCO-18AIC, Sanyo, Tokyo, Japan)에서 배양되었다. 인체 위암 세포주
인 AGS 세포(KCLB 21739)는 RPMI-1640(Gibco BRL, Grand Island, 
NY, USA) 배지를 사용하여 Caco-2 세포와 같은 조건으로 배양하였다. 
2.1.4 화학 물질 및 시약 
모든 화학물질 및 시약은 시그마 알드리치(Sigma, St. Louis, MO, USA)
에서 구입하였으며, 아닌 경우에는 구체적으로 명시하였다. 
2.2 B-FOS의 정제 및 준비 
B-FOS의 정제는 합성흡착제인 Diaion HP20(Mitsubishi, Tokyo, Japan)
을 사용하여 컬럼 크로마토그래피를 수행하였다. 50 × 5 cm의 Glass 
Econo-Column(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 정량의 Diaion HP20
을 충전한 후 에탄올 용액과 3차 증류수로 세정하였다. 정제되지 않은 B-
FOS 용액을 3차 증류수로 4 배 희석하여 로딩한 후 0-70%(v/v) 농도의 
에탄올 수용액으로 용리하였다. 0-20%(v/v) 에탄올 수용액에 용리된 용
액은 제외하고 30-70%(v/v) 에탄올 수용액에 용리된 부분을 수집했다 
[13]. B-FOS의 정제는 박층크로마토그래피(TLC)로 확인하였다. 전개 용
매로는 1-프로판올/3차 증류수/에틸 아세테이트(7:2:1, v/v)로 하여 정제
된 B-FOS를 실리카겔 플레이트 60 F254(Merck, Darmstadt, Germany)
에 점적했다. 발색시약으로 황산/에탄올(1:9, v/v) 용액을 플레이트에 분무
한 후 110℃ 건조 오븐에서 10 분 동안 가열하였다 [34, 35]. 이후의 실
험에서 사용된 TLC는 모두 이와 같은 방법으로 수행하였다. 정제된 B-
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FOS는 고속진공농축기 ScanSpeed 40(Labogene, Lynge, Denmark)로 
농축하여 동결 건조기(Ilshin biobase, Yangju, Korea)로 동결 건조 시켰
다 [13].  
2.3 산성 및 열처리 조건에서 B-FOS의 변화 
 산성 조건에서의 B-FOS 분해 여부 확인을 위해 1 N 염산 용액으로 pH
가 2, 3, 4로 조정된 인산 완충 용액(phosphate buffer saline, PBS) (900 
㎕)과 10%(w/v) B-FOS 용액(100 ㎕)을 실온에서 30 분, 1 시간, 3 시
간 반응 시켰다. 열에 의한 분해 여부를 확인하기 위한 방법으로는 
1%(w/v)의 B-FOS 용액 1 mL를 끓는 물에 15 분 열처리 하여 분해 여
부를 확인하였다. B-FOS의 분해 여부는 TLC를 통해 확인하였다. TLC 
조건은 B-FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였다. 
2.4 B-FOS가 장내 미생물 생장에 미치는 영향 
나트륨 부티레이트(sodium buyrate, NaB), 프락토올리고당(FOS), 부티
릴 프락토올리고당(B-FOS), 포도당(glucose)이 장내 세균의 생장에 미
치는 영향을 알아보기 위하여, Louise et al. [36] 에 서술된 방법을 변형
하여 수행하였다.  
2.4.1 실험 배지 제조 
균 생장 실험에 사용된 기본 배지는 당이 없는 BHIB(MB Cell, Los 
Angeles, CA, USA)이다. 기본 배지에 PBS와 NaB, FOS(BIFIDO), 포도
당을 각각 첨가하여 B-FOS를 첨가한 배지와 비교하였다. NaB, FOS, B-
FOS, 포도당은 멸균된 3차 증류수로 10%(w/v) 용액을 만든 후, 0.2 μm 
멤브레인 필터(Pall Corporation, Michigan, USA)로 여과 후 사용하였다. 
멸균된 당이 없는 BHIB에 각 물질의 농도가 1%, 0.5%(w/v)가 되도록 제
조한 뒤 96-well 플레이트에 198 ㎕씩 분주하였다 [13]. 
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2.4.2 미생물의 생장곡선 측정 
활성화된 균의 배양 배지에 있는 포도당 혹은 다른 탄소원을 제거하기 
위해, 배양균을 원심분리(15,000 × g, 5 분)하고 상등액을 버린 후 가라
앉은 균체를 PBS(pH 7.4)로 2 번 세척 하였다 [35]. PBS에 풀어진 균 
현탁액을 96-well 플레이트의 각 배지에 2 ㎕씩 접종한 후 Whitley jar 
gassing system(Don Whitley Scientific, Shipley, UK)을 사용하여 혐기 
상태로 37℃에서 24 시간 동안 배양하였다. 균의 증식은 배양액의 광학 
밀도(optical density, OD) 값으로 확인하였으며 microplate 
reader(BioRad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 600 nm에서 측정한 후 
생장 곡선을 그렸다. 균의 생장은 물질의 농도가 1%(w/v)일 때 최대 
OD600 값을 비교하여 분석하였다 [37]. 균을 접종하지 않은 배지를 blank
로 설정하였고 3 번 실험을 반복하여 평균으로 나타내었다 [13]. 배양된 
균의 배양 상등액은 이후 실험에 사용하기 위해 수집 하였다. 
2.5 박층크로마토그래피(thin layer chromatography, TLC)와 고성능 액
체 크로마토그래피(high performance liquid chromatography, HPLC)를 
통한 장내 균의 B-FOS 이용 확인 
2.5.1 균 배양액의 TLC 및 HPLC 
B. longum BORI, E. faecalis의 배양액을 TLC로 분석하여 균에 의해 소
비된 탄소원을 비교하였다. TLC 조건은 B-FOS 정제에서 사용된 조건과 
동일하였다. 또한, 대사산물의 분석을 위하여 B. longum BORI, E. faecalis, 
B. bifidum BGN4, L. casei, B. catenulatum, E. coli, B. longum RD47의 
배양 상등액을 HPLC로 분석하였다. 젖산(lactic acid)과 초산(acetic 
acid), 부티르산(butyric acid)의 생성 여부를 확인하였으며 외부 표준물질
들을 시료와 같은 조건에서 분석하여 각각 4 가지 농도에서 검량곡선을 
작성하였다. 대조군은 균을 넣지 않은 배지로 설정하였다. YL9100 HPLC 
system(Younglin, Anyang, South Korea)이 사용되었고 Aminex HPX-
87H column, 300 × 7.8 ㎜ column(Bio-rad, California, USA)을 사용
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하였다. 이동상으로는 5 mM 황산이 사용되었고 유속은 0.6 mL/min, 컬럼 
온도는 50℃로 유지하였다. 모든 배양액은 PVDF Acrodisc syringe 
filter(0.2 μm, 13 mm, Pall Corporation, Michigan, USA)로 여과하고 




Table 2. Conditions of HPLC for analysis of lactic acid, acetic acid, and 
butyric acid 
Instrument YL9100 HPLC system 
Column Aminex HPX-87H column 300 × 7.8 ㎜ 
Mobile phase 5 mM H2SO4 
Flow rate 0.6 mL/min 
Temperature 50℃ 
Detection Refractive Index(RI) 
Injection volume 20 ㎕ 
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2.5.2 B-FOS와 균 배양액, 균체, 균체 파쇄액의 반응 
균에 의한 B-FOS의 분해 여부를 확인하기 위해 사용된 균주는 B. 
bifidum BGN4, L. casei, E. faecalis이다. 균 현탁액은 원심 분리하여 균
체와 배양액을 분리하였다. 균체는 PBS로 2회 세척한 후 PBS에 현탁한 
현탁물을 사용하였다. 균체 파쇄액은 PBS에 현탁한 현탁물을 초음파 파쇄
기(Qsonica, Newtown, CT. U.S.A)로 5 분 간격으로(amp 38%) 10 분 
동안 파쇄한 후 원심분리(15,000 × g, 10 분)하고 상등액을 균체 파쇄액
으로 사용하였다. 대조군은 균이 들어가지 않은 그룹으로 설정하였다. 균 
배양액, 균체 현탁액, 균체 파쇄액(180 ㎕)을 각각 10%(w/v)의 B-FOS, 
FOS 용액(20 ㎕)과 1 시간 동안 37℃에서 반응 시킨 후 끓는 물에 10 
분 가열하여 반응을 중지시켰다. TLC를 통해 반응 전 후 결과를 비교했으
며 부티르산의 분해 여부는 HPLC를 이용하여 분석하였다. TLC 조건은 
B-FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 
동일하였다. 
2.6 B-FOS가 장 세포의 증식에 미치는 영향 
높은 농도(4.5 g/L)의 포도당을 함유한 Caco-2 세포의 표준 배양 배지
에서 세포 생장의 에너지원으로써 포도당이 주로 사용되는 현상을 배제하
기 위해 포도당이 없는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 배지를 사용하여 높은 농도의 포도
당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재하는 조건일 때와 세포의 생장을 비교하였
다 [38].  
2.6.1 실험 배지 제조 
NaB, FOS, B-FOS는 PBS로 10%(w/v)용액을 만든 후, 0.2 μm 멤브
레인 필터로 여과하였다. 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브산이 함유
된(Glu+Pyr+) DMEM 배지와 함유되지 않은(Glu-Pyr-) DMEM 배지에 
NaB, FOS, B-FOS가 각각 0.005-0.06%(w/v)가 되도록 제조한 후 실험
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에 사용하였다. 
2.6.2 Trypan blue 색소 배제법(dye exclusion assay)을 통한 
Caco-2 세포의 수 측정 
25 ㎠ 플라스크(SPL Life Science, Pocheon, South Korea)에 5 × 105 
세포로 1.5 mL씩 접종하고 50%의 융합성(confluent)을 보일 때까지 
37℃, 5% CO2 세포 배양기에서 3 일 동안 배양하였다. 이후 0.005-
0.06%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS가 첨가된 배지로 교체 후 같은 조건에
서 4 일 동안 배양하였다. 배양 상등액은 실험에 사용하기 위해 수집했고 
부착 세포는 PBS로 2 회 세척하고 trypsin/EDTA를 처리하여 세포를 플
라스크에서 분리하였다. 분리된 세포는 0.4% trypan blue 용액으로 염색
하여 hematocytometer(Marienfeld-Superior, Berlin, Germany)로 살아 
있는 세포의 수를 측정하였다 [39]. 대조군은 PBS를 첨가한 배지로 설정
하였고 3 번 실험을 반복하여 평균으로 나타내었다. 
2.7 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 및 분해 여부 
2.7.1 Caco2 세포 배양액의 TLC 및 HPLC 
수집한 Caco-2 세포 배양액을 TLC로 분석하여 소비된 탄소원을 확인
했고 HPLC를 통해 부티르산의 존재 여부를 조사하였다. TLC 조건은 B-
FOS 정제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 동
일하였다. 
2.7.2 B-FOS와 세포 배양액, 세포, 세포 파쇄액의 반응 
Caco-2 세포에 의한 B-FOS의 분해 여부를 확인하기 위하여 일반 배
지에서 배양된 Caco-2 세포의 배양 상등액을 세포 배양액으로 사용했다. 
세포 현탁액은 trypsin/EDTA를 처리하여 분리된 세포를 PBS로 2회 세척
하고 PBS에 현탁한 현탁물을 사용했고 현탁물을 초음파 파쇄기를 이용하
여 4 분 간격으로(amp 25%) 8 분 동안 파쇄해 원심분리 후 얻은 상등액
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을 세포 파쇄액으로 사용하였다. 세포 배양액, 현탁액, 파쇄액(450 ㎕)은 
10%(w/v) FOS, B-FOS(50 ㎕)와 3 시간 동안 37℃에서 반응시켰다. 분
해 여부는 TLC를 통해 반응 전과 후를 비교했으며 HPLC를 이용하여 B-
FOS로부터 부티르산의 분해 여부를 분석하였다. TLC 조건은 B-FOS 정
제에서 사용된 조건과 동일하였으며 HPLC 조건은 Table 2와 동일하였다. 
2.8 MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석에 의한 세포 생존율 측정 
B-FOS로 유도되는 세포독성을 확인하기 위해 MTT 분석을 실시하였다. 
Caco-2 세포를 96-well 플레이트에 well 당 2,000 세포의 농도로 100 
㎕씩 분주하여 48 시간 동안 37℃, 5% CO2 세포 배양기에서 배양하였다. 
이 후 기존 배지를 제거하고 0.02-0.1%(w/v) 농도의 NaB, FOS, B-
FOS가 첨가된 배지(180 ㎕)로 교체하고 24 시간, 48 시간, 72 시간 동안 
배양하였다. 배양 완료 후 5 mg/mL MTT 용액(20 ㎕)을 각 well에 가하
여 다시 4 시간 동안 반응시킨 후 상등액을 제거하였다. 형성된 결정은 
dimethyl sulfoxide(DMSO) (100 ㎕)를 가하여 용해시키고 570 nm에서 
microplate spectrophotometer를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 세포 생
존율은 물질을 처리하지 않은 대조군에 대한 백분율로 산출하였고 4 번 
실험을 반복하여 평균을 나타내었다 [40]. 
2.9 전기 저항값(Trans-Epithelial Electrical Resistance, TEER) 측정 
치밀이음부(tight junction)는 세포 장벽을 형성하는 세포 간 접합으로 
치밀이음부(tight junction)의 이온 투과성은 일반적으로 세포 단층의 
TEER을 측정하여 확인한다 [41]. Caco-2 세포를 12-well transwell 
system 플레이트에 1.5 × 106 세포의 농도로 상층부(apical chamber)에 
0.5 mL씩 분주하고 하층부(basal chamber)에 배지 1.5 mL를 분주하였다. 
37℃에서 5% CO2 세포배양기에서 3 일 동안 배양한 후 0.02, 
0.08%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS가 포함된 배지로 바꿔주었고 
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대조군으로 PBS를 넣은 배지를 사용했다. TEER은 epithelial 
voltohmmeter(Millicell ERS system, Millipore, Bedford, MA, USA)을 
사용하여 4 일 동안 24 시간 간격으로 측정하였다. 세포가 없는 well의 
TEER 값을 blank로 사용하였으며 측정된 값과 플레이트의 면적을 
이용하여 결과 값을 계산하였다. 실험은 3 번 반복하여 평균으로 
나타내었다 [40].  
2.10 지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)를 처리한 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8)의 생성량 측정 
LPS 자극에 의한 IL-8의 생성량에 B-FOS가 미치는 영향을 알아보기 
위해 HT-29 세포를 사용하였다 [42]. 96-well 플레이트에 HT-29 세
포를 1 × 104 세포로 150 ㎕씩 well에 분주하여 37℃, 5% CO2 세포 배
양기에서 24 시간 동안 배양 한 후 LPS(100 ng)와 0.1%(w/v)의 NaB, 
FOS, B-FOS가 포함된 배지로 교환하여 같은 조건에서 배양하였다 [43]. 
처리 물질의 농도는 선행연구를 토대로 HT-29 세포에서 48시간 까지 
NaB에 의해 독성을 나타내지 않는 최대농도인 0.1%(w/v)로 설정하였다 
[44]. 분비된 IL-8의 양은 3 시간, 24 시간, 48 시간 때 각 플레이트의 
배양 상등액을 수집하여 Human IL-8 ELISA kit(eBioscience, San 
Diego, CA, USA)를 이용하여 제조업체로부터 제공된 프로토콜에 따라 측
정하였다. 실험은 3 번 반복하여 평균으로 나타내었다. 
2.11 위장 상피세포주인 AGS 세포의 B-FOS 이용 여부 
 AGS 세포에 의한 B-FOS 분해 여부를 확인하기 위하여 높은 농도의 포
도당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재하는 DMEM배지와 포도당과 피루브산이 
없는 DMEM 배지에 0.06%(w/v)의 FOS와 B-FOS를 첨가하여 AGS 세
포를 37℃에서 5% CO2 세포배양기에서 4 일 동안 배양 하였다. 이후 
TLC를 통해 B-FOS의 분해 여부를 확인하였다. TLC 조건은 B-FOS 정
제에서 사용된 조건과 동일하였다. 
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3. 통계처리  
모든 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 통계분석은 Statistical 
Package for the Social Science(SPSS, Ver. 22.0, SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA)를 사용하였다. 통계처리는 일원분산분석(One-Way Analysis of 
Variance)을 실시하고 유의한 차이가 있는 경우 Duncan ’ s multiple 
range test로 사후 검증 하였으며 Caco-2 세포 단층의 전기 저항값
(TEER)의 경우 최소 유의차 검정(LSD)에 의해 평균간의 유의차를 검정
하였다. 등분산 가정을 충족하지 않은 경우에는 Welch’s test로 분석하고, 
유의한 차이가 있는 경우 Games-Howell test로 사후 검증하였다. 유의수




4.1 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, B-FOS)의 
정제 결과 
컬럼 크로마토그래피를 이용한 정제과정에서 0-70%(v/v) 에탄올 수용
액에 용리된 물질의 박층크로마토그래피(thin layer chromatography, 
TLC) 결과는 Fig. 1에 나타냈으며 30-70%(v/v) 에탄올 수용액에서 정
제된 B-FOS를 확인하였다. 
4.2 산과 열처리에서 B-FOS의 안정성 
끓는 물에서 15 분 열 처리된 프락토올리고당(fructo-oligosaccharides, 
FOS)과 B-FOS, pH 2-4로 조정된 PBS에서 30 분, 1 시간, 3 시간 노출
된 B-FOS의 TLC분석 결과는 Fig. 2에 나타냈다. 분석 결과, 열 처리된 
FOS와 B-FOS는 TLC 상 변화가 없는 것이 확인되었으며 이 같은 조건
에서 안정한 것으로 보인다. 또한, 산성조건(pH 2-4)에서 B-FOS는 3 




Fig. 1. Determination of butyryl-fructooligosaccharides during 
purification by TLC 
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Fig. 2. Assessment of stability of B-FOS by TLC. FOS and B-FOS 
treated for 10 min in boiling water(A) and B-FOS treated for 30 min, 
1 h, and 3 h under pH 2-4(B). 
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4.3 나트륨 부티레이트(sodium butyrate, NaB), FOS, B-FOS, 포도당이 
장내 세균의 생장에 미치는 영향  
0.5, 1%(w/v)의 NaB, FOS, B-FOS, 포도당이 첨가된 배지에서 균의 생
장 곡선을 측정한 결과는 Fig. 3 - Fig. 5와 같으며 물질의 농도가 
1%(w/v)일 때 14 개 균주의 최대 OD600 값을 Table 3에 나타내었다. 양
성대조군으로서 포함된 포도당은 실험에 사용된 모든 균에 의해 잘 이용되
었다. 탄소원이 없는 기본 배지는 음성대조군으로 포함되었으며 음성대조
군과 NaB가 포함된 배지에 배양된 균은 양성대조군보다 낮은 수준으로 대
부분 잘 생장하지 못하였다. 특히, 음성대조군에서 프로바이오틱스 균이 아
닌 균주(non-probiotics)에 속하는 Staphylococcus aureus(OD600 = 
0.36)와 Clostridium butyricum(OD600 = 0.49)은 1%(w/v)의 NaB가 존
재 할 때, 최대 OD600 값이 각각 0.25, 0.42로 균의 생장이 유의적으로 저
해된 결과를 나타내었다. 비피도박테리아의 생장곡선은 Fig. 3과 같으며 음
성대조군과 비교했을 때 Bifidobacteirum longum RD72와 B. animalis를 
제외한 모든 비피도박테리아 균주는 FOS가 첨가되었을 때 유의적으로 최
대 OD600 값이 높았으며 생장이 촉진되는 결과를 보였다. 한편, B-FOS는 
B. bifidum BGN4, B. longum BORI, B. catenulatum과 B. animalis의 생장
을 유의적으로 촉진했으며 특히 B. bifidum BGN4와 B. longum BORI는 
대조군보다 최대 OD600 값이 약 2 배 높았다. 또한, B. bifidum BGN4와 
B. animalis는 FOS가 존재할 때와 유의적으로 차이가 없었으며 FOS와 같
은 수준으로 B-FOS가 균의 생장을 촉진한 결과를 나타냈다. 젖산균의 생
장 곡선은 Fig. 4에 나타내었다. FOS는 음성대조군에 비해 모든 젖산균의 
생장을 유의적으로 촉진했으며 B-FOS는 Lactobacillus casei, 
Lactococcus lactis와 Streptococcus thermophilus의 생장을 각각 약 3 
배, 1.2 배, 5 배 유의적으로 증가시켰다. Non-probiotic 균주의 생장곡선
은 Fig. 5와 같다. FOS는 S. aureus, Escherichia coli와 Enterococcus 
faecalis를 제외한 대다수의 non-probiotic 균주의 생장을 유의적으로 촉
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진하였다. 반면, B-FOS는 대다수 균주의 생장을 촉진하지 않았으며 음성
대조군과 유의적인 차이가 없었으나 Listeria monocytogenes, Prevotella 
intermedia, C. perfrigens, Bacteroides thetaiotaomicron의 생장은 각각 




Fig. 3. Growth curve of bifidobacterial strains in media containing 
different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) NaB(△), 
FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), FOS(■), 





Fig. 3. Growth curve of bifidobacterial strains in media containing 
different ingredients(continued). Each medium containing 0.5%(w/v) 
NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), 
FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) at 37℃ 
under anaerobic conditions. 
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Fig. 4. Growth curve of lactic acid bacterial strains in media containing 
different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) NaB(△), 
FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), FOS(■), 




Fig. 5. Growth curve of non-probiotic bacterial strains in media 
containing different ingredients. Each medium containing 0.5%(w/v) 
NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) NaB(▲), 
FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) at 37℃ 
under anaerobic conditions. 
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Fig. 5. Growth curve of non-probiotic bacterial strains in media 
containing different ingredients(continued). Each medium containing 
0.5%(w/v) NaB(△), FOS(□), B-FOS(○), glucose(◇) and 1%(w/v) 
NaB(▲), FOS(■), B-FOS(●), glucose(◆), and sterile DI water(Ⅹ) 
at 37℃ under anaerobic conditions. 
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Table 3. Maximum growth(OD600 nm) of bacteria cultured in media containing different ingredients at 37℃ under 
anaerobic conditions 
 
TRMG represents the time needed in hours to reach the maximum optical density(OD600). The concentrations of PBS, NaB, 
FOS, B-FOS, and glucose are 1%(w/v).  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to determine the statistical differences of the effect 
of the ingredients followed by Duncan’s test after checking for variance homoscedasticity(P < 0.05).  
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4.4 장내 균의 B-FOS 이용 및 분해 
4.4.1 배지의 탄소원 종류에 따른 균 배양 상등액 분석 
탄소원으로써 FOS, B-FOS, 포도당을 각각 포함한 배지에서 배양된 B. 
longum BORI와 E. faecalis의 배양 상등액 TLC 결과는 Fig. 6에 나타냈
으며 균을 접종하여 배양했을 때 균을 접종하지 않았을 때 비해 배양 상등
액에서 탄소원인 FOS, B-FOS, 포도당의 밴드가 없어지거나 밴드의 세기
가 약해지는 결과를 보였다. B-FOS의 경우 E. faecalis보다 B. longum 
BORI를 배양했을 때 밴드의 세기가 더 약해지는 결과를 나타냈다. B. 
longum BORI를 포함하여 B-FOS 배지에서 생장이 촉진됐던 B. bifidum 
BGN4, L. casei, B. catenulatum 균 4 개와 생장이 촉진돼지 않았던 E. 
coli, B. longum RD47, E. faecalis 균 3 개의 배양 상등액에 있는 젖산, 
초산, 부티르산을 고성능 액체 크로마토 그래피(high performance liquid 
chromatography, HPLC)로 확인한 결과는 Table 4에 나타냈다. NaB 배
지에서 배양된 모든 균주의 배양액에서는 부티르산이 검출되었다. 반면, 
FOS와 포도당이 첨가된 배지에서는 모든 균주에서 많은 양의 초산과 젖산
이 검출되었고 초산에 비해 젖산의 양이 더 많았다. B-FOS 배지의 경우 
FOS와 포도당이 첨가된 배지에서 검출되지 않은 부티르산이 E. coli와 B. 
longum RD47을 제외한 모든 균주의 배양 상등액에서 검출되었다. 특히, 
B-FOS에 의해 생장이 촉진됐던 B. bifidum BGN4, L. casei, B. 
catenulatum, Bac thetaiotaomicron의 배양 상등액에서 많은 양의 젖산과 
초산이 검출된 결과를 확인할 수 있었다. 
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Fig. 6. TLC analysis of culture supernatants of B. longum BORI and E. 
faecalis cultured in medium with different carbon source 
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Table 4. Detection of organic acids in culture supernatants of bacteria cultured in media containing different 
ingredients 
 
The number of ‘+’ represents the concentration of organic acid.  
‘-’; not detected, ‘+’; 0.05%(v/v) or less, ‘++’; 0.05%(v/v) - 0.25%(v/v), ‘+++’; more than 0.25%(v/v) 
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4.4.2 B-FOS와 균 배양 상등액, 균체, 균체 파쇄액의 반응 결과 
B. bifidum BGN4, L. casei, E. faecalis의 균체, 균 파쇄액, 균 배양액을 
FOS, B-FOS와 각각 반응 시켜 봄으로써 균에 의한 B-FOS의 분해 여부
를 TLC로 확인한 결과는 Fig. 7에 나타냈다. FOS는 모든 반응에서 반응 
전 후 TLC 상 변화가 없었다(Fig. 7A, B). 한편, 균체와 균 파쇄액을 B-
FOS와 반응 시켰을 때 반응 전에 비해(Fig. 7A) 3 개의 균주에서 모두 
FOS의 밴드가 생성되는 것이 확인되었고 균 배양 상등액과 반응했을때는 
확인되지 않았다(Fig. 7B). HPLC를 통해 부티르산의 검출 여부를 분석한 
결과는 Table 5에 나타내었다. 3 개의 균주 모두 균체와 균 파쇄액이 B-
FOS와 반응했을 때 부티르산이 검출됐지만, 균 배양 상등액과 반응했을 
때는 검출되지 않았다. 또한, 분석된 균에 의하면 이러한 반응은 분석된 모





Fig. 7. TLC analyses of B-FOS hydrolyzed by bacteria. Before the 
reaction of B-FOS with cell suspensions, culture supernatants, and 
cell extracts(A) and after the reaction of B-FOS with cell 
suspensions, culture supernatants, and cell extracts(B). 
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Table 5. Detection of butyric acid by HPLC after the reaction of B-FOS 
with cell suspensions, culture supernatant, and cell extracts 
 
‘+’; Butyric acid was detected, ‘-’; Butyric acid was not detected 
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4.5. 배지 조성에 따른 Caco-2 세포 생장의 변화 
포도당과 피루브산의 유무에 따라 NaB, FOS, B-FOS를 0-0.06%(w/v)
의 농도로 첨가하여 4 일 동안 배양 한 후 각 물질의 농도에 따른 세포 
수를 센 결과는 Fig. 8에 나타냈다. 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브
산이 존재하는(Glu+Pyr+) 배지에 NaB를 첨가했을 때 0.005%, 0.04%, 
0.06%(w/v)의 농도에서 대조군에 비해 각각 약 30%, 50%, 65%의 세포 
수가 유의적으로 감소하였다(Fig. 8A). 한편, 포도당과 피루브산이 존재하
지 않는(Glu-Pyr-) 경우는 0.005%, 0.02%(w/v)에서 세포 수가 증가하
는 양상을 보였지만 0.04%(w/v)까지 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 
하지만 0.06%(w/v)의 농도에서 대조군보다 35% 감소하여 유의적으로 낮
은 결과를 보였다(Fig. 8B). FOS를 첨가한 배지에서는 Glu+Pyr+배지와 
Glu-Pyr-배지의 경우 모두 대조군과 유의적인 차이가 없었다(Fig. 8C, 
D). B-FOS를 첨가했을 때 Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지는 모두 
0.02%(w/v)까지 대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았으나 0.06%(w/v)
의 농도에서 각각 약 1.5 배, 1.7 배 세포 수가 유의적으로 증가한 결과를 




Fig. 8. Change in the number of Caco-2 cells depending on the 
presence of glucose and pyruvate. The number of Caco-2 cells 
treated with NaB(A, B), FOS(C, D), and B-FOS(E, F).  
‘Glu+Pyr+’ and ‘Glu-Pyr-’ represent media containing glucose and 
pyruvate and media without them, respectively.  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to 
determine the statistical differences of the effect of the concentration 




4.6 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 및 분해 
4.6.1 Caco-2 세포 배양 상등액의 TLC 및 HPLC 
FOS와 B-FOS가 포함된 배지에서 Caco-2 세포를 배양한 후 배양 상
등액을 TLC로 분석한 결과는 Fig. 10과 같다. Glu+Pyr+배지에 존재하는 
포도당 밴드는 배양한 후 모든 배지에서 완전히 사라졌으나 FOS는 
Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지에서 모두 TLC 상 변화가 없었다. B-
FOS가 포함된 Glu+Pyr+배지와 Glu-Pyr-배지의 배양 상등액에서는 
FOS 밴드가 생성됨을 확인하였고 Glu+Pyr+배지 보다 Glu-Pyr-배지일 
때 더 뚜렷한 밴드를 나타냈다. B-FOS 밴드의 경우 Glu-Pyr-배지에서 
다소 사라지는 결과를 볼 수 있었다. 따라서 B-FOS는 Caco-2 세포에 
의해 이용되었음을 확인할 수 있었고 이용 결과 FOS가 생성됨을 확인할 
수 있었다. 배양 후 수집한 세포 배양액과 세포 파쇄액에서 부티르산 존재 
여부를 확인한 결과에서는 두 경우 모두 부티르산이 검출되지 않았다(data 
not shown). 
4.6.2 B-FOS와 Caco-2 세포 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파
쇄액의 반응 결과 
Caco-2 세포의 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파쇄액에 FOS와 B-
FOS를 각각 반응 시킨 후 TLC를 통해 확인한 결과는 Fig. 10에 나타냈
다. FOS는 모든 반응에서 반응 전 후 TLC 상 변화가 없었다. 한편, B-
FOS와 반응시킨 세포 배양 상등액, 세포 현탁액, 세포 파쇄액에서 모두 
FOS 밴드의 생성이 확인되었다. HPLC를 통해 B-FOS로부터 부티르산의 
분해 여부를 확인하기 위해 분석한 결과 B-FOS와 반응한 세포 배양액, 






Fig. 9. TLC analysis of the culture supernatants of Caco-2 cells 
cultured for 4 days in media with FOS and B-FOS 
‘Glu+Pyr+(++)’  and ‘Glu-Pyr-(--)’  represent media containing 
glucose and pyruvate and media without them, respectively. 
３７ 
 
Fig. 10. TLC analyses of B-FOS hydrolyzed by Caco-2 cells. Before 
the reaction of B-FOS with cell suspensions, culture supernatants and 
cell extracts(A) and after the reaction of B-FOS with cell 
suspensions, culture supernatants and cell extracts(B). 
  
３８ 
4.7 MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석 
NaB, FOS, B-FOS가 Caco-2 세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 
위해 MTT 분석을 실시하여 세포독성을 확인하였다. Fig. 11A에서 보인 
바와 같이 NaB는 48 시간 후 0.1%(w/v)의 농도에서 세포 생존율이 81
±15%로 유의적으로 감소하였다. 또한, 72 시간 후 0.1%(w/v) 농도에서
는 45±6.9% 까지 유의적으로 감소하였다. 반면, FOS와 B-FOS는 72 시
간 동안 실험된 모든 농도에서 대조군과 유의적인 차이가 나타나지 않았으





Fig. 11. MTT assays of Caco-2 cells cultured in media containing NaB, 
FOS, and B-FOS. Cell viabilities of Caco-2 cells treated with NaB(A), 
FOS(B), and B-FOS(C). 
Data are expressed as means ± SD for n=4. One-way ANOVA followed by 
Duncan’s test was used to test significance of the effect of the concentration 
after checking for variance homoscedasticity(P < 0.05).  
  
４０ 
4.8 전기 저항값(Trans-epithelial electrical resistance, TEER) 측정 
B-FOS가 치밀이음부(tight junction)의 온전성(integrity)에 미치는 영
향을 조사하기 위해 시간에 따른 TEER 값을 측정하였으며 결과는 Fig. 
12에 나타냈다. 0.02%(w/v)의 NaB 처리 후 96 시간 까지 TEER 값은 
유의적으로 증가하는 결과를 보였으며 NaB 처리 후 96 시간 시점에서 
226±43.5 Ω∙㎠으로 모든 군에 비해 유의적으로 가장 높은 값을 나타내
었다(Fig. 12A). 반면, 0.08%(w/v)의 NaB를 처리했을 경우 72 시간 후
부터 모든 군에 비해 유의적으로 낮은 값을 보였다(Fig. 12B). 한편, FOS




Fig. 12. TEER values of Caco-2 cells cultured in media containing NaB, 
FOS, and B-FOS. TER values of Caco-2 cells treated with 0.02%(w/v) 
(A) and 0.08%(w/v) (B) of substances(NaB, FOS and B-FOS).  
Data are expressed as means ± SD for n=3. Statistical analysis was 
performed by one-way analysis of variance(ANOVA) and applying the least 
significant range tests. Asterisk indicates significant difference between 
control and treatment groups(NaB, FOS, and B-FOS) (P < 0.01). 
  
４２ 
4.9 지질다당류(lipopolysaccharides, LPS)로 자극된 HT-29 세포에서 
인터루킨-8(interleukin-8, IL-8)의 생성량  
LPS로 HT-29 세포의 IL-8 생성을 자극했을 때 B-FOS가 미치는 영
향을 확인하고자 ELISA를 실시하였으며 결과는 Fig. 13와 같다. HT-29 
세포에 LPS를 처리한 그룹은 3 시간 후부터 처리하지 않은 그룹에 비해 
유의적으로 IL-8 생성량이 증가하였다. LPS와 0.1%(w/v)의 NaB를 함께 
처리했을 경우 24 시간 후 LPS만 처리한 군에 비해 IL-8 생성량이 약 
2.8 배 유의적으로 감소하였으며, 48 시간 후에는 약 3.5 배 유의적으로 
감소하였다. 반면, 0.1%(w/v) 농도의 FOS와 B-FOS는 처리 후 96시간 




Fig. 13. The production of IL-8 from HT-29 cells cultured in media 
containing 0.1%(w/v) NaB, FOS, and B-FOS  
Data are expressed as means ± SD for n=3. One-way ANOVA was used to 
determine the statistical differences followed by Duncan’s test(P < 0.05).  
  
４４ 
4.10 AGS 세포의 B-FOS 이용 여부 확인 
Glu+pyr+배지와 Glu-pyr- 배지에 FOS와 B-FOS를 첨가하여 AGS 
세포를 4일 동안 배양 한 후 배양액을 TLC로 분석한 결과는 Fig. 14에 
나타냈으며 배양 전후 밴드의 차이가 없는 것을 확인하였다. 따라서 B-
FOS는 대장 상피 세포인 Caco-2 세포와 다르게 위의 상피세포인 AGS 
세포에 의해서는 분해되거나 이용되지 않는 것으로 보인다. 
４５ 
 
Fig. 14. TLC analysis of the culture supernatant of AGS cells cultured 
in media containing FOS and B-FOS 
‘Glu+Pyr+(++)’  and ‘Glu-Pyr-(--)’  represent media containing 




본 연구에서는 부티릴 프락토올리고당(butyryl-fructooligosaccharides, 
B-FOS)을 탄소원이 없는 brain-heart Infusion broth(BHIB)에 첨가하
여 장내 세균을 배양했을 때, B-FOS가 다수의 비피도박테리아와 일부 젖
산균의 생장을 촉진할 수 있음을 확인하였다. 또한, B-FOS를 탄소원이 없
는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 배지에 첨가하여 
Caco-2 세포를 배양했을 때, Caco-2 세포의 증식을 촉진할 수 있음을 
확인하였다. 일정시간마다 장내 세균 배양액의 흡광도 값을 측정한 결과 
B-FOS가 존재할 때, 유익균 다수의 최대 OD600 값은 탄소원이 없는 대
조군에 비해 유의적으로 높았고 프로바이오틱스 균이 아닌 균주(non-
probiotics)는 대조군과 유의적인 차이가 없었다. 또한, 프락토올리고당
(fructo-oligosaccharides, FOS)은 실험에 사용된 대다수의 균 생장을 촉
진한 반면 B-FOS는 유해균을 포함한 non-probiotic 균주보다 유익균에 
의해 더 잘 이용되었다. 이는 배양 전 후 상등액에 존재하는 B-FOS와 대
사산물의 분석을 통해서도 확인할 수 있었다. Caco-2 세포의 경우 B-
FOS가 첨가된 배지에서 4일 동안 배양 한 결과 세포 수가 유의적으로 증
가하였다. B-FOS는 포도당과 피루브산이 존재하지 않는 조건에서 더 잘 
이용되었는데 이는 배양 전후 상등액에 존재하는 B-FOS의 분석을 통해 
확인할 수 있었다.  
장내 미생물 대부분은 탄수화물을 발효함으로써 에너지를 얻는 혐기성 
균이며 발효 산물로 유기산을 생성한다 [45]. FOS는 사람의 위와 소장에
서 소화되지 않기 때문에 대장에 도달하여 장내 미생물에 의해 이용될 수 
있는 올리고당(oligosaccharides)으로 장내에서 비피도박테리아와 락토바
실러스의 특정 기질로써 이용된다고 알려져 있다 [46]. 하지만, 그 외의 
장내 세균 또한 FOS에 의해 생장률이 증가되며 FOS를 대사하는 데 필요
한 운반체(transporter)와 효소인 글리코시다아제(glycosidase)의 생성에 
관여하는 유전자를 가지고 있음이 밝혀졌다 [21, 47]. 이는 본 연구에서 
４７ 
탄소원이 없는 배지에 FOS를 첨가하여 장내 세균의 생장을 비교하였을 때 
대다수 균이 잘 생장했던 결과와 일치하며 최대 OD600 값이 대조군에 비해 
유의적으로 높았으므로 대부분의 장내 세균에 의해 잘 이용되는 것으로 판
단된다. 한편, B-FOS는 신규 합성물질로 장내 세균에 의한 이용이 아직 
알려지지 않았다. 따라서 본 연구에서 B-FOS가 첨가된 배지에서 배양된 
장내 세균의 최대 OD600 값을 비교하였으며 그 결과, 다수의 유익균의 생
장은 대조군에 비해 유의적으로 촉진됐지만, 그 외의 대다수 균은 생장에 
유의적인 수준으로 영향을 받지 않음을 보였다. 
이러한 양상을 나타내는 장내 세균이 B-FOS를 분해 및 발효하여 에너
지원으로서 소비하였는지 분석하였다. 발효는 장내 미생물의 대사 작용의 
결과로, FOS는 장내 세균에 의해 분해되어 젖산, 초산 등과 같은 유기산으
로 발효된다 [48, 49]. 본 연구에서는, B-FOS에 의해 생장이 촉진 됐던 
Bifidobacterium longum BORI가, 생장에 유의적인 차이가 없었던 
Enterococcus. faecalis보다 B-FOS를 상대적으로 더 잘 이용했음을 확인
할 수 있었다. 또한, B-FOS에 의해 생장이 촉진됐던 균주의 배양 상등액
에서 젖산, 초산, 부티르산을 확인하였다. 이러한 결과를 통해 장내 세균은 
B-FOS를 대사할 수 있으며, 분해하고 발효함으로써 에너지를 얻어 생장
할 수 있음을 유추 할 수 있었다. 
균에 의한 B-FOS의 가수분해를 좀 더 확인하기 위해 B-FOS를 직접 
균체, 균 배양 상등액 균 파쇄액과 반응시켜보았다. 그 결과, B-FOS가 균
체 또는 균 파쇄액과 반응했을 때 FOS와 부티르산이 생성되었다. 따라서 
B-FOS를 가수분해하는 요인은 균체의 세포벽 혹은 세포 내에 있는 것으
로 사료된다. 선행 연구에 의하면 FOS가 균에 의해 대사되는 분자적인 기
전(mechanism)은 아직 완전하게 규명되지는 않았으나 ATP 결합상자 수
송체(ATP-binding cassette transporter, ABC transporter) 혹은 
phosphotransferase system(PTS)를 통해 세균의 세포 내로 수송된 후 
４８ 
세포질에서 ß-1.2 결합을 분해하는 효소인 ß –fructofuranosidase 에 가
수분해되어 과당과 포도당-6-인산이 생성된다고 보고되었다 [50-53]. 
본 연구에서는 B-FOS의 가수분해가 균체 내로 수송된 후 진행된 것인지 
아닌지에 관한 기전은 알 수 없다. 하지만, B-FOS가 첨가된 배지에서 균
을 배양했을 때, 배양 상등액에서 FOS가 확인 되지 않았던 결과를 통해서 
B-FOS의 분해 결과 생성된 FOS는 균이 이용 하였을 것으로 생각된다. 
따라서 B-FOS로부터 생성된 FOS와 부티르산이 균의 생장에 영향을 미
쳤을 가능성을 제시 할 수 있다. 선행 연구에 의하면, 부티르산은 pH가 
4.5와 5.0인 환경에서 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis 균의 생장을 저해하며, 이
는 배지에서 이온화하지 않은 부티르산이 세포로 확산되어 세포질의 산성
화를 초래하고 세포 내에서 부티르산의 재이온화로 생성되는 양성자로 인
해 ATP 합성을 저해함으로써 균의 생장이 억제된 것으로 추정되었다 
[25]. 질병을 일으키는 유해균은 낮은 pH에대한 저항성이 강하지 않으므
로, 산성화를 초래하는 부티르산은 유해균의 생장을 저해할 수 있다 [54]. 
하지만, 프로바이오틱 균주는 낮은 pH에 저항할 수 있기 때문에 [55] 부
티르산에 의한 생장의 저해가 유해균에 비해 나타나지 않을 수 있다. 그러
므로 본 연구에서 B-FOS가 첨가되었을 때 non-probiotic 균주에 비해 
비피도박테리아와 젖산균의 생장이 촉진된 결과에는 B-FOS로부터 분해
된 FOS와 부티르산이 기인했을 것으로 사료된다. 비피도박테리아는 짧은 
올리고당을 세포 내로 효율적으로 흡수(uptake)하는데 특화되어있어 우선
적인 올리고당 대사를 나타내며 세포 외에서 탄수화물을 분해하는 다른 균
들에 비해 경쟁적인 이점을 가진다고 보고된 바 있다 [14]. 따라서 장내 
균이 경쟁적인 환경에 있을 때 혹은 생체 내(in vivo)에서 무리 형태로 존
재 할 때, B-FOS나 FOS를 특정 기질로 삼는 균의 존재는 장내 균의 생
장에 본 연구와는 다른 영향을 미칠 수 있다. 그러므로, 추후 이에 관련한 
추가적인 연구가 필요할 것으로 보인다. 
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부티르산은 장 상피세포의 증식을 촉진하는 효과가 있으며 정상적인 대
장 상피세포에서 산화 가능한 연료로서, 선호되는 주요 에너지원으로 잘 
알려져 있다 [56-58]. 하지만 B-FOS가 대장세포에서 에너지원으로써 
이용되는지는 아직 연구된 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 대장 상피 세
포인 Caco-2 세포를 이용하여 NaB, FOS, B-FOS가 장 세포의 증식에 
미치는 영향을 살펴보았다. 대장암 세포주에서 부티르산은 히스톤 탈아세
틸효소(histone deacetylase, HDAC)를 억제하고 과아세틸화
(hyperacetylation)를 발생시켜 세포의 증식을 억제하고 세포사멸을 유도
한다고 보고되었다 [59]. 하지만, 이는 대체 가능한 에너지원의 존재에 따
라 달라지는데, 높은 농도의 포도당(4.5 g/L)과 피루브산이 존재할 때 부
티르산은 세포 내에 축적되어 세포사멸을 유도하지만 포도당과 피루브산이 
존재하지 않는 조건에서는 낮은 농도의 부티르산은 에너지원으로 이용되어 
Caco-2 세포의 생장을 촉진한다는 결과가 관찰된 바 있다 [38]. 이는 본 
연구에서 NaB를 첨가한 군의 결과와도 일치하였다. 하지만, B-FOS는 
NaB와 달리 세포 수를 감소시키는 현상은 보이지 않았으며, 0.06%(w/v)
의 농도에서 세포 수를 유의적으로 증가시켰다. 이는 B-FOS가 Caco-2 
세포의 에너지원으로써 이용되어 장 상피세포의 증식을 촉진했음을 의미한
다.  
대체 가능한 에너지원의 존재에 따른 Caco-2 세포의 B-FOS 이용 여
부를 좀 더 확인하기 위해 배양 상등액의 B-FOS를 분석하였다. 그 결과, 
대체 가능한 에너지원이 없을 때 Caco-2 세포에 의해 B-FOS가 상대적
으로 더 잘 이용되었으며 더 많은 양의 FOS로 전환된 것을 확인할 수 있
었다. Caco-2 세포에 의한 B-FOS의 분해 경로를 확인하기 위해 B-
FOS를 직접 Caco-2 세포의 배양 상등액, 세포 파쇄액, 세포 현탁액과 각
각 반응시켰다. 그 결과, Caco-2 세포는 균과 달리 B-FOS의 분해에 관
여하는 요인이 세포벽 혹은 세포내, 외에 있음을 유추할 수 있었다. 또한, 
분해 결과 FOS와 부티르산이 생성되었다. B-FOS가 첨가된 배지에서 
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Caco-2 세포를 배양했을 때 부티르산이 검출되지 않았던 결과와 비교하
여 보면, 배양 시 분해된 부티르산은 배양 과정에서 세포에 의해 이용된 
것으로 사료된다. 
MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) 분석 결과, B-FOS를 처리했을 때 Caco-2 세포의 생존율은 포
도당과 피루브산이 존재하는 조건에서 세포 수를 측정했던 결과와 비슷한 
양상을 보였다. 또한, B-FOS는 72 시간까지 0.1%(w/v)의 농도에서 세포 
독성을 보이지 않았다. 이러한 시간과 농도 조건을 토대로, B-FOS가 
Caco-2 세포의 장벽 기능(intestinal barrier) 및 항염증반응에 미치는 영
향을 살펴 보았다. 치밀이음부(tight junction)가 잘 유지되면 점막이 단단
하게 부착되어 있어 세포와 세포 사이로 흐르는 전류가 세포 사이를 통과
할 때 큰 저항을 발생시키기 때문에 세포 단층의 전기 저항값(trans-
epithelial electrical resistance, TEER) 값이 높게 나타난다 [60]. 부티
르산은 Caco-2 세포에서 TEER 값의 증가를 촉진 시키며 장벽의 기능
(intestinal barrier)을 개선한다고 알려져 있다 [40, 61]. 본 연구에서 
NaB의 처리는 이러한 선행 연구와 일치하는 결과를 보였다. 하지만, B-
FOS와 FOS는 투과 장벽의 역할을 하는 장점막 세포의 치밀이음부(tight 
junction)의 온전성(integrity)에 영향을 주지 않는 것으로 사료된다. 한편, 
부티르산은 세포의 장벽 기능을 개선할 뿐만 아니라, 인터루킨-
8(interleukin-8, IL-8)과 같은 사이토카인(cytokine)의 유전자 발현을 
감소시키는 NF-ĸB의 저해를 통해 항염증 효과를 나타낸다 [62]. 또한, 
부티르산과 같은 단쇄지방산이 IL-8 생성에 미치는 영향은 잘 알려져 있
다 [63, 64]. 선행 연구에서 부티르산은 지질다당류(lipopolysaccharides, 
LPS)로 자극한 사람의 장 상피세포에서 IL-8의 생성과 mRNA의 발현을 
조절하며, IL-8의 하향 조절에 의해 장내 항염증반응에 중요한 역할을 한
다고 보고되었다 [43]. 본 연구에서 NaB의 처리는 선행 연구에서 나타난 
바와 같이 LPS로 유도된 Caco-2 세포에서 IL-8의 생성량을 감소시킴으
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로써 항염증반응을 나타낸 것으로 사료된다. 하지만, FOS와 B-FOS의 처
리는 대조군과 유의적인 차이가 없었으며 IL-8의 발현 조절을 통한 항염
증의 반응조절에 영향을 미치지 않는 것으로 보인다. 본 연구의 Caco-2 
세포를 이용한 실험에서는 B-FOS의 분해가 Caco-2 세포에 의해서만 발
생했음을 고려해 볼 수 있다. 하지만, 사람의 장내 생태계는 대장 상피세포
뿐만 아니라 1013-1014 의 장내 미생물 무리 등과 같은 요소로 구성되어 
복잡한 환경을 나타낸다 [62]. 따라서 사람의 대장에서는 본 연구 결과 확
인된 장내 균에 의한 B-FOS의 분해 또한 함께 발생할 가능성이 있다. 그
러므로 대장에서 B-FOS의 분해 정도와 그에 따라 생성된 부티르산의 농
도가 본 연구와 다를 수 있음을 예상할 수 있다. 이에 따라 생체 내(in 
vivo)에서 장 상피세포의 장벽 기능과 항염증 기능에 미치는 B-FOS의 
영향과 관련된 추후 연구가 필요할 것이라고 생각된다. 
6 명의 건강한 지원자에게 11 일 동안 FOS를 섭취하게 한 결과 89%가 
위와 소장에서 물질대사 되지 않고 대변으로 배출되지 않았으며, 이는 
FOS가 대장의 미생물군에 의하여 완전히 발효된 것을 의미한다 [65]. 또
한, FOS는 그 양에 비례하여 프리바이오틱스 효과를 나타낸다고 보고되었
다 [16]. 본 연구는 생체 외(in vitro) 실험으로서 B-FOS가 산성조건(pH 
2-4)에서 분해되지 않고 위장 상피 세포인 AGS 세포에 의해서 분해되거
나 이용되지 않음을 확인하였지만, 사람의 위장관에서 B-FOS의 소화 및 
흡수 여부는 아직 연구되지 않은 상태이다. 장 상피세포는 장 내강의 미생
물과 장내 조직 사이의 장벽을 이루고 있으며 장내 미생물 무리는 장점막 
표면에 정착하여 점막 조직과 직접적인 접촉을 하고 있다 [66, 67]. 따라
서 만일 섭취된 B-FOS가 사람의 소화 효소에 의해 분해되지 않고 모두 
대장에 도달한다고 가정했을 때, B-FOS는 장내 세균에 먼저 접촉하여 분
해될 가능성을 제시해 볼 수 있다. 하지만, 본 연구에서 B-FOS는 Caco-
2 세포 외에서도 분해 될 수 있음을 확인하였으므로 장 점막에 접촉한 
B-FOS 또한 분해 될 것이라 생각된다. 결과적으로는, 장내 세균과 장 상
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피 세포 모두에 의해서 B-FOS가 분해될 것이라고 예상할 수 있다. 또한, 
장내에서 B-FOS의 분해 정도는 장관의 길이와 장관 내 위치하고 있는 
미생물무리의 종에 따라 차이가 있을 수 있다. 그러므로 생체 내(in vivo)
에서 B-FOS의 대사에 따라 나타나느 인체에 미치는 영향에 관하여 추후 
연구가 필요할 것으로 사료된다.  
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6. 요약 및 결론 
본 연구는 탄소원이 없는 배양 배지에 부티릴 프락토올리고당(butyryl-
fructooligosaccharides, B-FOS)을 첨가하여 장내 세균 및 Caco-2 세포
를 각각 배양한 후 장내 세균과 Caco-2 세포에 의한 B-FOS 이용 여부
를 살펴보았다. 또한 탄소원이 없는 대조군, NaB가 첨가된 군, FOS가 첨
가된 군을 B-FOS가 첨가된 군과 비교하여 장내 세균과 Caco-2 세포의 
생장에 미치는 영향을 파악하고자 하였다. 주요 결과를 요약해보면 다음과 
같다. 
1) B-FOS가 존재할 때 균 배양액의 최대 OD600값은 비피도박테리아와 
젖산균을 포함하는 14 개의 균주 중 4 개의 비피도박테리아와 3 개
의 젖산균 균주에서 대조군에 비해 유의적으로 높았다. 특히, B. 
bifidum BGN4와 B. longum BORI, L. casei, S. thermophilus의 생장
은 약 2-5 배로 높았다. Non-probiotics는 10 개 중 6 개의 균주가 
대조군과 유의적인 차이가 없었다. 또한, S. aureus와 C. butyricum은 
NaB가 존재할 때 최대 OD600 값이 대조군에 비해 각각 0.3 배, 0.14 
배 유의적으로 낮았다. 
2) 균의 배양 상등액에 존재하는 B-FOS는 E. faecalis에비해 B. 
longum BORI 에서 소비되었음을 보였고, B. bifidum BGN4, B. 
longum BORI, B. catenulatum, L. casei에서 B-FOS의 대사산물로서 
젖산, 초산, 부티르산이 검출되었다.  
3) 0.06%(w/v)의 B-FOS가 첨가된 배지에서 배양된 Caco-2 세포의 
수는 대조군에 비해 약 1.5-1.7 배 유의적으로 높았다. 0.06%(w/v)
의 NaB가 첨가된 군의 경우 세포 수가 약 0.3 배 유의적으로 낮았으
며 FOS가 첨가된 군에서는 유의적인 차이가 없었다. 
4) Caco-2 세포의 배양 상등액에 존재하는 B-FOS는 포도당과 피루브
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산이 존재할 때에 비해 존재하지 않았을 때 더 잘 이용됐음을 보였고, 
배양 결과 FOS가 생성되었다. 하지만 AGS 세포의 배양 결과에서는 
B-FOS의 이용과 FOS의 생성이 확인되지 않았다. 
5) B-FOS의 분해는 균의 경우 균체의 세포벽과 세포 내에서, Caco-2 
세포는 세포벽, 세포 내, 외에서 발생했으며 분해 결과 FOS와 부티르
산이 생성되었다.  
이상의 결과를 통해 신규 합성물질인 B-FOS는 유익균의 생장을 촉진
하며 유익균에 의해 소비되어 대사산물로서 젖산, 초산, 부티르산을 생성함
을 확인할 수 있었다. 반면, 유해균을 포함한 non-probiotic 균주의 생장
에는 영향을 미치지 않음을 확인할 수 있었다. B-FOS는 균체의 세포벽 
혹은 세포 내에서 분해되어 FOS와 부티르산을 생성하는데 이에 따라 생성
된 FOS와 부티르산은 세균의 생장을 저해하거나 촉진하는데 영향을 미쳤
음을 유추할 수 있었다. 또한, B-FOS는 Caco-2 세포의 증식을 촉진하며, 
이는 B-FOS가 Caco-2 세포의 세포벽 혹은 세포 내, 외에서 분해되어 
FOS와 부티르산을 생성하고 생성된 부티르산이 Caco-2 세포의 에너지원
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Utilization of Butyryl-fructooligosaccharides by 
Intestinal Bacteria and Caco-2 Cell and The 
Effects of Butyryl-fructooligosaccharides on the 
Growth of Intestinal Bacteria and Caco-2 Cells 
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Fructo-oligosaccharides(FOS) are widely used as health functional 
food ingredients. They stimulate the growth of bifidobacteria and 
lactobacillus and modify the composition of the intestinal microbiota. 
Butyric acid is a principal energy source of intestinal epithelial cells. It 
may improve the intestinal barrier function and exert anti-
inflammatory activity. Recently, butyryl-fructooligosaccharides(B-
FOS) were synthesized from FOS and butyric acid. This is the first 
study to show the hydrolysis and utilization of B-FOS for the growth 
of intestinal bacteria and Caco-2 cells. For this purpose, B-FOS were 
added to dextrose free brain-heart Infusion broth(BHIB) and 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) without glucose and 
pyruvate to culture bacteria and Caco-2 cells, respectively. The 
availabilities of B-FOS by various bacteria and Caco-2 cells were 
confirmed by thin layer chromatography(TLC) and high performance 
liquid chromatography(HPLC). The effects of B-FOS on the growth 
of bacteria and Caco-2 cells were evaluated by comparing groups 
each containing sodium butyrate(NaB), FOS, and phosphate buffer 
saline(PBS) (as a control) with group containing B-FOS. In addition, 
the integrity of tight junctions in Caco-2 cells was assessed by 
trans-epithelial electrical resistance(TEER) and the production of 
IL-8 in HT-29 cells stimulated by lipopolysaccharides(LPS) was 
measured using enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA). As a 
６３ 
result, B-FOS significantly increased the growth of the most of the 
bifidobacteria and some lactic acid bacteria(LAB). On the other hand, 
the growth of the most of the non-probiotics was similar to that of 
the control. It was confirmed that B-FOS was consumed by 
Bifidobacterium longum BORI, which showed the excellent growth in 
B-FOS medium. Moreover, the lactic acid, acetic acid, and butyric 
acid were detected in the culture media of B. bifidum BGN4, B. longum 
BORI, and B. catenulatum KCTC 3221. This suggests that B-FOS can 
be used as a good carbon source by beneficial bacteria. In Caco-2 
cells, B-FOS were used well for the growth of Caco-2 cells and 
converted to FOS especially in the DMEM without glucose and 
pyruvate. The TEER value of Caco-2 cells and the amount of IL-8 in 
HT-29 cells stimulated by LPS were not affected by B-FOS. When 
B-FOS were directly reacted with each of culture supernatants, cell 
suspensions, and cell extracts of the experimental bacteria and of 
Caco-2 cells, FOS and butyric acid were detected in both the cell 
suspension and cell extract of the bacteria, whereas they were found 
in all of the culture supernatant, cell suspension, and cell extract of 
Caco-2 cells. However, after the incubation of bacteria in the B-FOS 
medium, the FOS were not detected. Also, butyric acid was not 
detected after the incubation of Caco-2 cells in the B-FOS medium. 
This suggests that the FOS and butyric acid can be used by bacteria 
and Caco-2 cells, respectively. It menas that B-FOS can promote the 
intestinal bacterial growth and proliferation of Caco-2 cells. Taken 
altogether, this study suggests that B-FOS may play a role in the 
regulation of intestinal microbiota by promoting the selective growth 
of probiotics and contribute to the physiological functions of intestinal 
epithelial cells as an energy source. 
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